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ABSTRACT

Introduction: opportunistic mycoses, caused by fungi in individuals with compromised immune systems,
are on the rise, posing significant challenges in healthcare. This article reviews antifungal resistance with
the aim of highlighting its increasing incidence and the need for new therapeutic strategies and precise
diagnostic methods. The necessity for standardized laboratory protocols and the implementation of sensitive
techniques for early detection and optimal treatment is emphasized.

Method: a systematic review was conducted using PubMed, Scopus, and Google Scholar; search terms and
Boolean operators such as “(Opportunistic Mycoses) AND (Antifungal Resistance)” and “(Antifungals) AND
(Resistance Genes)” were used. Additionally, the guidelines established by the PRISMA statement were
followed, and the PICO approach was employed.

Results: twelve studies were evaluated; 58,33 % (n=7) assessed antifungal resistance, while 41,67 % (n=5)
addressed aspects such as mechanisms of action and genetics. 66 % of the studies evaluated resistance in
Candida spp., while 16,7 % analyzed resistance in Aspergillus spp., making them the most studied pathogens.
Various resistance genes were evaluated in all studies; moreover, fluconazole was found to be the most
studied antifungal, followed by amphotericin B and voriconazole.

Conclusion: early identification of antifungal resistance, the development of new therapies, and the
standardization of diagnostic methods are essential to mitigate its impact on public health.

Keywords: Opportunistic Mycosis; Antifungal Resistance; Antifungals; Resistance Genes.
RESUMEN

Introduccion: las micosis oportunistas, causadas por hongos en individuos con sistemas inmunologicos
comprometidos, estan en aumento, lo que plantea desafios significativos en la atencion médica. Este
articulo revisa la resistencia antiflingica con el objetivo de destacar su creciente incidencia y la necesidad
de nuevas estrategias terapéuticas y métodos de diagnostico precisos. Se subraya la necesidad de protocolos
de laboratorio estandarizados y la implementacion de técnicas sensibles para una deteccion temprana y un
tratamiento 6ptimo.

Método: se realiz6 una revision sistematica en PubMed, Scopus y Google Scholar; se utilizaron términos
de blUsqueda y operadores booleanos tales como “(Opportunistic Mycoses) AND (Antifungal Resistance)” y
“(Antifungals) AND (Resistance Genes)”. A su vez, se siguieron las directrices establecidas por la declaracion
PRISMA 'y se empleo el enfoque PICO.

Resultados: se evaluaron 12 estudios, 58,33 % (n=7) evaluaron la resistencia antifingica, mientras que el
41,67 % (n=5) abordaron aspectos como mecanismos de accion y genética. El 66 % de los estudios evaluaron
la resistencia de especies de Candida spp., mientras que el 16,7 % analizaron resistencias de Aspergillus spp,
resultando en los patégenos mas estudiados. Fueron evaluados diversos genes de resistencia en todos los
estudios; ademas se encontré que el fluconazol es el antifingico mas estudiado, seguido de la anfotericina
B y el voriconazol.

Conclusion: la identificacion temprana de la resistencia antiflngica, el desarrollo de nuevas terapias y la
estandarizacion de métodos diagndsticos son esenciales para mitigar su impacto en la salud publica.

© 2024; Los autores. Este es un articulo en acceso abierto, distribuido bajo los términos de una licencia Creative Commons (https://
creativecommons.org/licenses/by/4.0) que permite el uso, distribucion y reproduccion en cualquier medio siempre que la obra original
sea correctamente citada
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INTRODUCCION

Las micosis oportunistas son infecciones desencadenadas por hongos, ya sean levaduriformes o filamentosos.
En condiciones normales estos hongos no representan una amenaza, en pacientes inmunocomprometidos
pueden desencadenar infecciones.

Entre las micosis oportunistas mas reconocidas se encuentra la aspergilosis, causada por hongos del género
Aspergillus spp., la mucormicosis, abarcando especies de los géneros Mucor spp. y Rhizopus spp., y la candidiasis,
provocada por hongos del género Candida spp; a su vez, en los Ultimos afos han surgido micosis oportunistas
provocadas por hongos poco comunes, entre estas se destacan la faeohifomicosis y la hialohifomicosis.™

Las infecciones fingicas, aunque a menudo se consideran problemas menores, afectan aproximadamente
al 15 % de la poblacion mundial de manera superficial. Recientes evidencias muestran un evidente aumento en
micosis oportunistas, desencadenando un incremento relevante de patologias graves y riesgo de mortalidad,
principalmente entre individuos inmunocomprometidos o con padecimientos subyacentes. Esta proliferacion de
hongos oportunistas, plantea la importancia de una vigilancia activa y una gestion eficaz de estas infecciones
en entornos clinicos.®

La resistencia a los antifingicos es el resultado de una serie de factores, como cambios genéticos especificos
en el objetivo celular, el aumento en la produccion de las moléculas diana y la expulsion activa de antifingicos
a través de sistemas de bombeo de salida.®

La anfotericina B es el principal farmaco antifingico para tratar infecciones fungicas invasivas. Este
medicamento ha demostrado su eficacia contra una amplia variedad de hongos patogenos, y son pocos los
que desarrollan resistencia tras su uso. La introduccion de los antifingicos triazoles, como el itraconazol y el
fluconazol, ha ampliado opciones terapéuticas al proporcionar alternativas con menos efectos secundarios.

Los hongos emplean diversas estrategias para fortalecer la resistencia frente a los antifingicos. Estas
estructuras multicelulares generan mecanismos que incluyen el aumento de la densidad celular, la restriccion
del suministro de nutrientes, el mantenimiento de células persistentes, la activacion de genes de resistencia y el
incremento del contenido de esteroles en las membranas celulares. Ademas, la matriz extracelular, compuesta
por proteinas, carbohidratos, lipidos y ADN, contribuye a esta resistencia.®

Investigaciones recientes han destacado los componentes mitocondriales como posibles objetivos terapéuticos
para nuevos antifingicos, dado su papel crucial en la viabilidad y patogenicidad de los hongos. Se ha observado
que albergan mas de 1 000 proteinas, la mayoria codificadas por el nlcleo celular y altamente conservadas
entre distintas especies. Este descubrimiento plantea un desafio en la busqueda de nuevos agentes antifingicos
dirigidos a las mitocondrias, considerando la estrecha relacion evolutiva entre hongos y humanos. ©

En la practica clinica contemporanea, el diagnostico exacto de las resistencias antifingicas es crucial debido
al creciente incremento de infecciones que muestran resistencia a los tratamientos habituales. La deteccion
temprana de la resistencia antifungica posibilita una intervencion oportuna, previniendo complicaciones y
mejorando los desenlaces para el paciente.

Ademas, una evaluacion precisa ayuda a prevenir la utilizacion innecesaria o inefectiva de antifingicos,
disminuyendo el riesgo de efectos secundarios y la presion selectiva que promueve el surgimiento de resistencias.
Por ende, el objetivo de este articulo radica en identificar los progresos en la comprension de la resistencia
antiflngica en infecciones causadas por micosis oportunistas y su diagnostico mediante pruebas de laboratorio
especificas.

METODO

Se realizd una revision sistematica de la literatura, siguiendo un enfoque descriptivo y no participativo, en
el periodo de febrero a mayo de 2024 siguiendo la metodologia PRISMA y empleando el enfoque PICO.

La poblacion de interés comprendio hongos patogenos que muestran evidencia de resistencia. La intervencion
se centro en la determinacion de la resistencia antifungica. La comparacion se orientd hacia la prevalencia
de micosis superficiales versus profundas, y los resultados se enfocaron en la prevalencia de la resistencia
antiflngica y los genes asociados.

En base al proceso, de planteo la pregunta de investigacion: ;Cuales son los avances en la comprension
de la resistencia antiflingica en infecciones por micosis oportunistas y cuales son las pruebas de laboratorio
especificas utilizadas para su diagnostico?

Se consultaron las bases de datos PubMed, Scopus y Google Scholar, al mismo tiempo, publicaciones
especializadas relacionadas con la resistencia antiflngica y las micosis oportunistas, como el Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, Medical Mycology, Clinical Infectious Diseases, entre otras.

Ademas, se recurrié a informacion proporcionada por organismos internacionales como la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), asi como a documentos y directrices emitidas por sociedades cientificas relevantes
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en el ambito de la micologia médica.

Se busco documentos publicado en los ultimos 5 afos en idioma ingles y de acceso libre, que tratan sobre
las micosis que afectan a los seres humanos y que expliquen los mecanismos relacionados con la resistencia
antiflngica.

Ademas, se utilizaron términos de blusqueda y operadores booleanos tales como “(Opportunistic Mycoses)
AND (Antifungal Resistance)” y “(Antifungals) AND (Resistance Genes)” para obtener articulos con informacion
pertinente y relevante.

RESULTADOS

En la figura 1, se exhibe un diagrama de flujo que describe el procedimiento de seleccion segln las normas
PRISMA. La tabla 1 ofrece un analisis detallado de los resultados obtenidos en los estudios sobre resistencia
antifingica. El 58,33 % (n=7) de los estudios se centraron en la evaluacion de la resistencia antifingica,
mientras que el 41,67 % (n=5) abordaron a profundidad otros aspectos relacionados, como mecanismos de
accion y genética, junto con aspectos de diagnostico basados en pruebas moleculares para la deteccion de
resistencias.

EL 66 % de los estudios se centraron en evaluar la resistencia en diversas especies de Candida spp., destacando
C. auris. Este enfoque resalta la importancia de este género en la investigacion sobre resistencia antifingica.
Ademas, tres estudios 16,7 % (n=2) abordaron la resistencia en Aspergillus spp., mientras que uno 8,3 % (n=1) se
centroé en Mucor circinelloides. Otro estudio 8,3 % (n=1) no solo investigo la resistencia de un patogeno, sino que
se enfocd en diversos hongos, incluyendo Aspergillus spp., Penicillium, Rhizopus y Trichophyton mentagrophytes.

Entre los genes de resistencia encontrados, C. albicans es portador de los genes CDR1, CDR2, RTL3 y MAL2.
C. parapsilosis presenta resistencia asociada al gen ERG11, mientras que, la resistencia en C. auris, estuvo
relacionada con genes ERG3, ERG6 y ERG11. Ademas, en C. glabrata se identificaron los genes PDR1, FKS1 y
FKS2, mientras que en C. lusitaniae se detectaron los genes MRR1, MFS7, FKS1, ERG3 y ERG4. En A. lentulus
se encontro el gen CYP51A, y, por Ultimo, M. circinelloides presento resistencia asociada con los genes PyrF y
PyrG.

El fluconazol es el antifiingico mas estudiado, seguido de laanfotericina By el voriconazol. Otros medicamentos
antiflngicos, entre ellos diferentes derivados de los azoles, olorofim, nistatina y 5-fluorocitosina, también
fueron analizados en los estudios de interés. El 75 % (n=9) de los estudios mencionan aislamientos de origen
no especifico en sus analisis, mientras que el 25 % (n=3) de los estudios utilizaron aislamientos de muestras
humanas de origen especificado.

Los métodos de laboratorio empleados en los estudios examinados para el analisis de resistencia e
identificacion de agentes flngicos muestran variabilidad en su sensibilidad y especificidad tabla 2. SMRT (Single-
Molecule Real-Time) sobresale como el método mas sensible (90 %), mientras que la prueba de tubo germinal
indica ser el método mas especifico (100 %) e indica una alta precision en la identificacion de C. albicans. Sin
embargo, estos métodos pueden enfrentar interferencias, como contaminacion de reactivos y condiciones de
cultivo inadecuadas.

Por otro lado, técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para identificacion de genes
de resistencia y la microdilucion en caldo por medio RPMI, aunque sensibles, pueden verse afectadas por
contaminaciones ambientales y cambios en la composicion del medio, respectivamente. Mientras tanto,
métodos como la espectrometria de masas de matriz asistida por laser (Vitek-2) y el cultivo en los agares
mencionados en la tabla 2, aunque Utiles, pueden experimentar problemas como la contaminacion cruzada y
presencia de elementos ajenos a la muestra.

Uno de los aspectos importantes que se debe tomar en cuenta al momento del analisis en el laboratorio
clinico es la preanalitica tabla 3, los procedimientos de toma de muestra para el diagndstico de infecciones
fUngicas implican una serie de pasos para asegurar la efectividad en la deteccion, esto abarca, esterilizacion
adecuada, obtencion de tejido apropiado y uso de blanqueadores dpticos o tinta china segiin sea necesario;
ademas, se aconseja la centrifugacion de muestras antes de la microscopia para mejorar los resultados.

Las pruebas serologicas y moleculares son fundamentales para el diagndstico en pacientes con riesgo de
infeccion invasiva. Se resalta la importancia de analizar el suero en busca de antigeno criptocécico (CRAG)
en pacientes con sospecha de meningitis criptocécica. Por otro lado, se recomienda realizar pruebas de
galactomanano en suero y lavado broncoalveolar en pacientes con riesgo de aspergilosis invasiva.

Ademas, se indica que el estudio de B-D-glucano en suero se lleva a cabo en casos de riesgo de enfermedad
flngica invasiva en general, al igual que la PCR para Aspergillus. A su vez, se subraya la importancia de evaluar
los anticuerpos contra Aspergillus, especialmente en pacientes con cavidades pulmonares y en situaciones de
sospecha de aspergilosis broncopulmonar alérgica.

Para el estudio de infecciones fungicas, es crucial determinar si el paciente presenta enfermedades
subyacentes que puedan propiciar el desarrollo de micosis oportunistas. Se recomienda realizar un cultivo
de liquidos, asi como la identificacion de levaduras y especies flngicas especificas, ademas de pruebas de
susceptibilidad para guiar el tratamiento adecuado.
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Identificacion y seleccion de estudios recientes mediante bases de datos
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Figura 1. Flujograma PRISMA
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Tabla 1. Resumen de estudios sobre Resistencia Antiflingica en diversos patogenos

Autor/aino de

Estudio s
publicacién

Objetivos del estudio

Resultados/gen de resistencia

Pacientes/aislamientos
estudiados

Antifungal Susceptibility of Pathogenic
Moulds isolated from patients at Tertiary
Hospital in South western Uganda®

Joel Bazira, et
al., 2023

Incidence, antifungal resistance
properties, and virulence traits of Candida
species isolated from HIV/AIDS Patients
from the hospital system in Kenya®

Haron N. Miruka,
et al., 2022

Oscar Zaragoza,
et al., 2022

Global emergence of resistance to
fluconazole and voriconazole in Candida
parapsilosis in tertiary hospitals in Spain
during the COVID-19 pandemic®

Samira Rasouli
Koohi, et al.,
2022

Identification and Elimination of Antifun-
gal Tolerance in Candida auris?

Reversing olorofim activity reveals Clara Valero, et
multifactorial drug tolerance in Aspergillus al., 2023
fumigatus"

Determinar patrones de
susceptibilidad en mohos patogenos
aislados de pacientes en un hospital
terciario de Uganda.

Comprender las infecciones por
Candida en pacientes infectados con
VIH/SIDA

Investigar y documentar el aumento
de la resistencia a los antifingicos
en cepas de C. parapsilosis

Investigar la tolerancia a los
antifiingicos en Candida auris

Investigar la tolerancia al farmaco
olorofim en Aspergillus fumigatus

Patogenos frecuentes
Aspergillus spp.: 32,5 % (distribuidos entre A. fla-
vas, A. niger y A. fumigatus)
Penicillium: 15 %
Rhizopus: 12,5 %
Trichophyton mentagrophytes: 12,5 %
Resistencia

Anfotericina B: 30 %
Fluconazol: 17,5 %
Itraconazol: 2,5 %

Patogenos frecuentes
C. albicans (CDR1; CDR2; RTL3; MAL2): 43,5 %
C. krusei: 17,4 %

C. tropicalis: 13 %
Susceptibilidad de C. albicans
Clotrimazol: 90 %
Panosoconazol: 85 %

Fluconazol: 80 %

Anfotericina B: 70 %

Nistatina: 70 %

Patogenos frecuentes
C. parapsilosis (ERG11)
Resistencia
Fluconazol: 60 %
Voriconazol: 60 %

Patogenos frecuentes
C. auris
Resistencia
Fluconazol
Voriconazol
Caspofungina
Anfotericina B

Patdgenos frecuentes
A. fumigatus
Resistencia
Olorofim: 4 %

40 aislados clinicos;
raspados de cornea (5), piel
(30) y recortes de unas (5)

181 muestras clinicas que
incluian hisopos vaginales,
orina y esputo

1.300 aislamientos de C.
parapsilosis, almacenados
desde el afno 2000 en un la-
boratorio de referencia®

Cepas y aislamientos
obtenidos de Alberta
Precision Laboratoriest

Cepa de referencia A1160 y
157 cepas ambientalest
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A multidimensional assessment of in-host
fitness costs of drug resistance in the
opportunistic fungal pathogen Candida
glabrata?

Whole genome sequencing of newly
emerged fungal pathogen Aspergillus
lentulus and its Azole resistance gene
prediction(®

Broad antifungal resistance mediated
by RNAi-dependent epimutation in the
basal human fungal pathogen Mucor
circinelloides

Comparative genomics for the elucidation
of multidrug resistance (MDR) in Candida
lusitaniae

Antifungal activity, synergism with
fluconazole or amphotericin B and
potential mechanism of direct current
against Candida albicans biofilms and
persisters(®

Acquired amphotericin B resistance and
tness trade-off compensation in Candida
auris”

Quinidine Drug Resistance transporter
Knockout Candida cells modulate glucose
transporter expression and accumulate
metabolites leading to enhanced azole
drug resistance"®

Amir Arastehfar,
et al., 2023

Xiaodong Wang,
et al., 2023

Zanetta Chang,
et al., 2019

Abhilash Kannan,
et al., 2019

Qingxian Luan,
et al., 2023

Hans Carolus, et
al., 2023

Hafsa Qadri, et
al., 2022

Evaluar la aptitud biolégica de
las cepas de Candida glabrata
resistentes a los antiflngicos

Investigar la composicion genética
y resistencia a azoles en Aspergillus
lentulus

Caracterizar el mecanismo de
epimutacion en Mucor circinelloides

Descifrar mecanismos de resistencia
a medicamentos antifingicos en
Candida lusitaniae MDR

Investigar actividad antifingica
y sinergismo con fluconazol o
anfotericina B contra biofilms y
células persistentes de Candida
albicans.

Investigar los mecanismos mediante
los cuales Candida auris adquiere
resistencia a la anfotericina B
durante el tratamiento

Investigar papel de transportadores
QDR en Candida albicans

Patogenos frecuentes

C. glabrata (PDR1; FKS1; FKS2)

Resistencia
Fluconazol
Equinocandinas
Multidroga

Patogenos frecuentes
A. lentulus (CYP51A)
Resistencia
Azoles

Patogenos frecuentes

Mucor circinelloides (PyrF; PyrG)

) Resistencia
Acido 5-fluorooratico (5-FOA)

Patogenos frecuentes

C. lusitaniae (MRR1; MFS7; FKS1; ERG3; ERG4)

Resistencia
Fluconazol
5-fluorocitosina
Anfotericina B

Patogenos frecuentes

C. albicans (EGR11; CDR1; MDR1)

Resistencia
Fluconazol
Anfotericina B

Patogenos frecuentes
C. auris (ERG3; ERG6; ERG11)
Resistencia
100 % Clado |
100 % Clado IV
96,6 % Clado IlI
93 % Clado V

Patogenos frecuentes
C. albicans (QDR)
Resistencia
Ketoconazol
Voriconazol
Fluconazol

Cepas de Candida glabrata,
incluyendo cepas clinicas y
cepas isogénicas generadas a
partir de la cepa susceptible
CBS138¢

Cepa de A. lentulus, aislada
del esputo de un paciente
con enfisema obstructivo
cronico

Epimutantes generados a
partir de cepas de Mucor
circinelloides. Cepa base de
tipo salvaje CBS277.49¢

Cepas secuenciales de
Candida lusitaniae,
denominadas P1 a P5,
recuperadas de pacientes
tratados®

Aislado clinico C. albicans
BF-1¢

Aislamientos de colonias
Unicas de cepas clinicas

de Pakistan (Clado ),
Sudafrica (Clado ),
Colombia (Clado IV) e lIran
(Clado V)£

Cepas mutantes “QDRKO” y
cepas de tipo salvaje “WT”¢

£ Origen de las muestras no especificado
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Tabla 2. Métodos utilizados en el laboratorio clinico para el cultivo de hongos y replicacion de genes de resistencia

Pruebas de laboratorio

Principio

Muestra

Interferencias

Examen microscopico con
KOH

Cultivo en Agar Papa
Dextrosa

Cultivo en
Candida

CHROMagar

Cultivo en Agar Dextrosa
Sabouraud

Agar YPD

Prueba de tubo germinal

BMD-RPMI: microdilucion en
caldo utilizando medio RPMI

Vitek-2

PCR  para
resistencia

genes de

Secuenciacion de SMRT
(Single-Molecule Real-Time)

Incubacion de muestra con diferentes concentraciones de KOH
(20 % y 40 %), las células del tejido se digieren y los elementos
fungicos se vuelven visibles (S: 67 %; E: 87 %)

Medio de cultivo no selectivo para el crecimiento de hongos y
levaduras®"

Deteccion de colonias de Candida mediante un medio de
cultivo selectivo que produce coloracion especifica:

Verde manzana: C. albicans

Azul opaco a purpura con bordes rosa palido: C. tropicalis
Rosa palido con superficies mate: C. krusei

Blanco, brillante, de color rosa palido a violeta: C. glabrata
Rosa a morado: C. guilliermondii

Rosa gris violeta: C. lusitaniae

Blanco a rosa claro: C. famata

Rosa palido: C. parapsilosis??

Medio de cultivo selectivo, favorable para el aislamiento de
hongos debido a su bajo pH, lo que dificulta el crecimiento
bacteriano@

Medio de cultivo enriquecido con extracto de levadura, pep-
tona y dextrosa. Proporciona nutrientes esenciales para el
crecimiento de levaduras(42>

Desarrollo de tubos germinales a partir de células fungicas
en condiciones de cultivo especificas. Método utilizado
principalmente en la identificacion de Candida (S: 87 %; E:
100 %)?0

Tubos suplementados con concentraciones de antiflingicos;
permite evaluar la concentracion minima inhibitoria (MIC)@”

Espectrometria de masas de matriz asistida por laser para la
identificacion de microorganismos; pruebas de susceptibilidad
a antifingicos por métodos de difusion o dilucion

(S: 82 %; E: 97,2 %)@®

Técnica molecular que amplifica selectivamente regiones
especificas de ADN.
(S: 90 %; E: 72 %)@

Secuenciacion de ADN que genera informacion de regiones
variables y logra una identificacion precisa de elementos
fungicos a nivel de especie (S: 90 %; E:94 %)¢132

Muestras de piel y ufas

Secreciones

Liquidos corporales Tejido!"*2%
Raspados de piel y ufas

Secreciones”2"

Secreciones

Liquidos corporales®?2"

Secreciones
Liquidos corporales

Raspados de cornea®?

Sangre
Raspados de piel®)

Secreciones
Liquidos corporales®

Secreciones
Liquidos corporales®

Secreciones
Liquidos corporales
Sangre®28)

Secreciones
Liquidos corporales
Sangre(30)

Tejido®

Calidad de la muestra y la experiencia del observador
pueden influir en la capacidad del KOH para detectar una
infeccion de manera efectiva®

Aislamiento de especies fungicas, el medio puede resultar
en una alta tasa de contaminacion, lo que puede interferir
con el proceso de identificacion®"

Identificacion erronea de especies de Cdndida por colora-
cion similar®)

Presencia de esporas de hongos ajenos a la muestra®

Contaminacion cruzada del errores en la

preparacion del agar

medio,

Falsos positivos por presencia de contaminantes;
condiciones de cultivo inadecuadas®®

Cambios en la composicion del medio durante la
preparacion, e incubacion®@”

Contaminacion cruzada, errores en la preparacion de la
muestra, errores del equipo?®®

Contaminacion ambiental durante el proceso, puede causar
falsos positivos al igual que reactividad cruzada de los
cebadores con ADN humano u otros hongos no objetivo®

Calidad de la muestra, contaminacion de reactivos,
interferencia de secuencias homologas®"
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Tabla 3. Recomendaciones de la toma de muestras para diagnostico de infecciones fungicas

Toma de muestra para diagnoéstico

Microscopia y Tinciones

Examinar muestras estériles y lavado broncoalveolar para detectar hongos mediante microscopia directa.

Obtener tejido adecuado antes de la microscopia, especialmente en muestras no estériles.

Usar blanqueadores opticos en muestras de pacientes inmunocomprometidos.

Realizar tincion con tinta china para liquido cefalorraquideo si no hay prueba CRAG (Cryptococcal Antigen) disponible.
Centrifugar muestras antes de la microscopia a 1000 go durante 10 minutos.

Mezclar las muestras respiratorias para deteccion de Pneumocystis jirovecii.

Pruebas Seroldgicas y Moleculares

Analizar suero para CRAG en pacientes con sospecha de meningitis criptococica.

Detectar galactomanano del suero en pacientes con alto riesgo de aspergilosis invasiva.

Realizar prueba de galactomanano del lavado broncoalveolar (BAL) en pacientes con alto riesgo de aspergilosis invasiva.
Detectar B-D-glucano en suero en pacientes con alto riesgo de enfermedad flngica invasiva.

Realizar PCR de suero para Aspergillus en pacientes con alto riesgo de enfermedad flngica invasiva.

Analizar suero para anticuerpos contra Aspergillus en pacientes con cavidades pulmonares de causa incierta.

Realizar analisis de suero para IgE especifica de Aspergillus en pacientes con sospecha de aspergilosis broncopulmonar
alérgica.

Identificacion

Cultivar liquidos de broncoscopia en medios para hongos.

Identificar levaduras en muestras de orina a nivel de especie para pacientes criticos o inmunocomprometidos.
Identificar Aspergillus a nivel de complejo de especies para pacientes que recibiran tratamiento antiflingico.
Identificar hongos de sitios estériles a nivel de complejo de especies y remitir a laboratorio especializado si es necesario.
Realizar pruebas de susceptibilidad a antifingicos para aislados de Candida spp y Aspergillus spp.

Solicitudes e Informes Clinicos

Indicar si el paciente esta inmunocomprometido en todas las solicitudes de pruebas.

Retirar rapidamente dispositivos intravasculares después del diagndstico de candidemia si es posible.
Comunicar activamente resultados positivos a los médicos dentro de las 2 horas siguientes.

Monitoreo Terapéutico de Medicamentos
No es necesario monitorizar anfotericina B o equinocandinas excepto en circunstancias excepcionales.

Monitorizar itraconazol, voriconazol y posaconazol, especialmente voriconazol )

DISCUSION

La resistencia antiflingica resulta de mutaciones en genes clave que brindan a los hongos proteccion contra
farmacos especificos, este problema, aunque no se ha considerado completamente, es significativo en pacientes
con otras enfermedades que pueden verse afectadas por micosis oportunistas. La resistencia de los hongos a
los medicamentos representa un desafio significativo debido a la escasa variedad de tratamientos disponibles,
lo que conlleva al agotamiento rapido de opciones terapéuticas cuando los pacientes desarrollan resistencia.?%

SegUn varios estudios, el género Candida spp. ha sido objeto de amplia investigacion debido a su creciente
resistencia, como lo demuestra C. auris, que exhibe una significativa resistencia a la anfotericina B, alcanzando
tasas hasta del 60 % en aislamientos clinicos."”” Ademas, varias investigaciones han identificado diversos genes
asociados con resistencia en C. albicans tabla 1.

El fluconazol es el antifingico mas utilizado para estas infecciones, ya que inhibe la enzima lanosterol
desmetilasa del citocromo P450, codificada por el gen ERG11, implicado en la via de biosintesis del ergosterol;
muchos aislamientos clinicos de C. albicans muestran una sobreexpresion de ERG11, el blanco de los azoles.®

Ademas del ERG11, se han identificado elementos de resistencia a polienos y azoles, asociados con mutaciones
en genes como ERG3 y ERG4, que codifican enzimas implicadas en la sintesis de ergosterol. Por otro lado, ERG6,
responsable de la conversion de zimosterol o lanosterol en precursores alternativos de ergosterol, también esta
implicado en la resistencia en especies de Mucor spp.©¢3) Ademas, los genes PyrF y PyrG relacionados con la
sensibilidad de Mucor circinelloides al 5-FOA, mediante la conversion del acido 5-fluoroorético (5-FOA) en su
forma toxica activa, cuando sufren epimutaciones pueden generar el silenciamiento de estos genes, confiriendo
resistencia a este antiflingico. "

El estudio, enfocado en Aspergillus lentulus., aislado del esputo de un paciente con enfisema obstructivo
cronico™, detecto mutaciones en CYP51A, que codifica para la enzima en la esterol-14a-desmetilasa, generando
alteraciones en la sintesis de ergosterol en la membrana celular fingica.®® Los patogenos flngicos de este
género viven en ambientes interiores y exteriores, por lo que, Sewell y colaboradores®® analizaron muestras
directas del suelo para identificar resistencias de diversas cepas de Apergillus spp., encontrando la presencia
de los genes CYP51A y CSP1, relacionados con resistencia a ciertos azoles.
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Ademas, se han identificado genes relacionados con transportadores ABC de resistencia multidroga tabla
1, agrupados en dos subfamilias principales, PDR (AtrB, AtrF CDR1 y CDR2), y MDR (MDR1, MDR2 Y MDR3), asi
como genes vinculados al transportador de multidrogas MFS; estos genes codifican proteinas transportadoras
que desempefan un papel en la expulsion activa de los farmacos antifungicos fuera de la célula del hongo, lo
que disminuye la eficacia terapéutica.

Las cepas QDRKO exhiben una expresion diferencial de genes relacionados con el transporte de glucosa,
lo que resulta en una acumulacion intracelular aumentada de glucosa y glicerol, ademas, se observa una
mayor resistencia a los farmacos azoles y una formacion mejorada de formas de hifas, lo que sugiere un papel
importante de los genes QDR en la virulencia y patogenicidad de C. albicans.®

En el ambito del diagnostico de infecciones fungicas, existe una amplia gama de pruebas disponibles, que
van desde las mas simples y cominmente empleadas, como el examen microscopico con KOH, hasta técnicas
moleculares altamente sofisticadas. A pesar de esta variedad, todas las pruebas de laboratorio pueden conllevar
riesgos de errores en la identificacion de hongos patdgenos y sus resistencias, sin embargo, métodos como la
secuenciacion en tiempo real, PCR, entre otros, ofrecen una sensibilidad y especificidad superiores, lo que
garantiza una mayor precision en los resultados diagndsticos.

Es esencial considerar la relacion entre el costo y la complejidad de las pruebas utilizadas. En este sentido,
se destaca el uso de medios de cultivo para agentes flngicos debido a su practicidad. Sin embargo, estos
medios pueden ser propensos a interferencias; por ejemplo, los agares Papa Dextrosa, Dextrosa Sabouraud
y YPD pueden experimentar contaminacion y variabilidad en su composicion, lo que afecta el proceso de
identificacion de especies fungicas.?

Otro medio de cultivo de uso frecuente, pero con un costo superior, es el CHROMagar especifico para
Candida, utilizado desde los afios 90“9; el cual permite una rapida identificacion de diversas especies de este
género mediante una coloracion diferencial especifica. En contraste, otros agares no permiten distinguir la
especie de Candida en estudio, lo que hace que este medio sea altamente especifico; no obstante, los errores
analiticos pueden derivar de una interpretacion incorrecta de la coloracion. @)

A pesar de contar con una especificidad del 100 %, la prueba de Tubo Germinal muestra una sensibilidad
del 87,1 %, lo que sugiere una capacidad moderada para detectar la presencia de células fungicas en muestras
en general.? Sin embargo, su atractivo radica en su costo accesible en comparacion con los métodos
fenotipicos y PCR, cuyos costos por aislamiento resultan considerablemente elevados; en contraste, la prueba
de Tubo Germinal se destaca por su costo relativamente insignificante“?, lo que la convierte en una opcion
frecuentemente utilizada.

Por otro lado, la PCR para genes de resistencia y la secuenciacion de SMRT pueden enfrentar desafios
relacionados con la contaminacion ambiental y la interferencia de secuencias homologas, lo que puede
afectar la precision de los resultados.?3" En comparacion, el medio RPMI también permite la evaluacion
de la resistencia, mediante el analisis de la concentracion minima inhibitoria con un riesgo de error por la
preparacion del medio como puede darse en métodos de agares.®”

En términos de precision en métodos de biologia molecular, la secuenciacion SMRT demostro ser el mas
sensible y especifico (S: 90 %; E: 94 %), seguido de Vitek-2 (S: 82 %; E: 97,2 %) y PCR (S: 90 %; E: 72 %).@%2:32)
A pesar de la alta sensibilidad y especificidad de estos métodos, el examen microscopico con KOH, debido
a su simplicidad y bajo, sigue siendo el método preferido para la diferenciacion de elementos flngicos"
y la microdilucion en caldo BMD-RMPI es el método preferido para la evaluacion de resistencia debido a su
accesibilidad.@

Al mismo tiempo se deben considerar aspectos de la fase preanalitica, y los examenes que deben considerarse
segln el caso y el tipo de sospecha de infeccion flngica tabla 3; al sospechar de infeccion fungica invasiva
es importante utilizar pruebas de diagnostico no basadas en cultivos, como galactomanano, beta-d-glucano,
tecnologia de flujo lateral, resonancia magnética T2 y PCR, en las cuales, los resultados positivos incluyen el
diagnostico cuando la prevalencia de la enfermedad es alta.“?

CONCLUSIONES

La identificacion precoz de la resistencia antifingica emerge como un pilar fundamental en la mitigacion
de su impacto en la salud publica, lo cual implica una inversion significativa en recursos, tanto en programas
de vigilancia epidemiologica como en politicas preventivas; es esencial promover el monitoreo regular de la
susceptibilidad a los antifiingicos y fomentar practicas responsables de su uso en diversos entornos clinicos.

Se ha observado una preocupante tendencia hacia la resistencia antifingica en especies clinicamente
relevantes, como Candida spp. y Aspergillus spp., fenomeno que resalta la urgencia de desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas dirigidas especificamente a los mecanismos de resistencia identificados, incluyendo
la inhibicion de genes asociados a la resistencia y la exploracion de terapias combinadas que reduzcan la
emergencia de cepas resistentes.

La disparidad en los métodos de laboratorio para detectar resistencia antifingica enfatiza la necesidad de
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estandarizar protocolos de diagnodstico; la adopcion de técnicas altamente sensibles y especificas como método
diagnostico primario podria agilizar la seleccion de tratamientos efectivos y disminuir la propagacion de la
resistencia
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