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Resumen

Objetivo: Este estudio analizo el perfil fenotipico y de resistencia antifingica en hongos aislados
de infecciones pulmonares en pacientes criticos con COVID-19. Materiales y métodos: Se
obtuvo informacién sobre cepas fungicas aisladas en el Laboratorio de Referencia Nacional de
Micologia (LRNM) de pacientes hospitalizados con COVID-19. Los hongos fueron identificados
mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF) y técnicas moleculares, clasificando los
fenotipos y evaluando la sensibilidad a antifungicos conforme a los estandares del Instituto de
estandares clinicos y de laboratorio (CLSI). Se probaron antifingicos como anidulafungina,
micafungina, caspofungina, voriconazol, fluconazol, itraconazol y anfotericina B. Resultados:
En levaduras, Candida albicans fue la especie predominante (73,5%), seguida de Candida
tropicalis (19,3%). En hongos filamentosos, Aspergillus fumigatus fue el mas frecuente (78,3%),
seguido de Aspergillus terreus (17,4%). La mayoria de las cepas de Candida albicans fueron
sensibles a los antifingicos, con un pequefio porcentaje resistente al fluconazol. En Aspergillus
fumigatus, voriconazol fue eficaz en el 77,8% de los casos, con algunas cepas categorizadas
como intermedias o resistentes. En general, las cepas de Candida y Aspergillus mostraron
sensibilidad a equinocandinas y azoles, con resistencia minima, La variabilidad en las
concentraciones minimas inhibidoras de las distintas especies se reflejé en los datos obtenidos.
Conclusiones: Candida albicans y Aspergillus fumigatus fueron los hongos predominantes,
con sensibilidad general a equinocandinas y azoles, aunque se observaron algunas cepas
resistentes, especialmente a fluconazol y voriconazol. Estos hallazgos resaltan la importancia de
un diagnéstico preciso y una gestion terapéutica adecuada en infecciones fungicas, subrayando
la necesidad de personalizar los tratamientos segun la especie y su perfil de sensibilidad.

Palabras clave: COVID-19; Micosis Pulmonar; Farmacorresistencia Fungica; Aspergillus
(Fuente: DeCS, BIREME).

Abstract

Objective: This study analyzed the phenotypic and antifungal resistance profile of fungi isolated
from pulmonary infections in critically patients with COVID-19. Materials and methods:
Information was obtained on fungal strains isolated at the National Reference Laboratory of
Mycology (LRNM) from hospitalized patients with COVID-19. The Fungi were identified by
mass spectrometry (MALDI-TOF) and molecular techniques, classifying phenotypes and
evaluating antifungal sensitivity according to the Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI). Antifungals such as anidulafungin, micafungin, caspofungin, voriconazole, fluconazole,
itraconazole and amphotericin B were tested. Results: In yeasts, Candida albicans was the
predominant species (73,5%), followed by Candida tropicalis (19,3%). In filamentous fungi,
Aspergillus fumigatus was the most frequent (78,3%), followed by Aspergillus terreus (17,4%).
Most strains of Candida albicans were sensitive to antifungals, with a small percentage resistant
to fluconazole. In Aspergillus fumigatus, voriconazole was effective in 77.8% of cases, with some
strains categorized as intermediate or resistant. In general, Candida and Aspergillus strains
showed sensitivity to echinocandins and azoles, with minimal resistance. The variability in the
minimum inhibitory concentrations of the different species was reflected in the data obtained.
Conclusions: Candida albicans and Aspergillus fumigatus were the predominant fungi, with
general sensitivity to echinocandins and azoles, although some resistant strains were observed,
especially to fluconazole and voriconazole. These findings highlight the importance of accurate
diagnosis and appropriate therapeutic management in fungal infections, underlining the need to
customize treatments according to the species and its sensitivity profile.

Keywords: COVID-19; Lung Diseases, Fungal; Drug Resistance, Fungal; Aspergillus (Source:
MeSH, NLM).
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Introduccion

La pandemia de COVID-19, originada por el virus SARS-
CoV-2, ha sido un desafio sanitario global desde su inicio en
2019, con millones de muertes reportadas hasta principios
de 2022 . En su fase grave, el COVID-19 puede llevar a
neumonia severa y sindrome respiratorio agudo, requiriendo
ventilacién mecanica y cuidados intensivos . Los pacientes
criticos presentan altas tasas de complicaciones infecciosas
secundarias, tanto bacterianas como flingicas, que aumentan
el riesgo de mortalidad B. Las coinfecciones flngicas,
especialmente en pacientes hospitalizados y ventilados,
destacan como un factor de complicacion importante,
subrayando la necesidad de estudiar las cepas fungicas
asociadas a estas infecciones .

Diversos estudios durante los primeros meses de la
pandemia reportaron que un 5% de los pacientes con
COVID-19 sufrian infecciones flngicas, especialmente
en pacientes criticos ®. A nivel global, las coinfecciones
microbianas fueron comunes, con un 7% de pacientes
hospitalizados con COVID-19, afectando hasta un 14%
en unidades de cuidados intensivos ¥. Las especies de
Candida y Aspergillus, en particular Candida albicans,
han sido responsables de colonizaciones pulmonares y
complicaciones en estos pacientes €I,

La aparicion de infecciones fangicas ha sido preocupante
debido a su impacto negativo en el prondstico de los
pacientes. Las infecciones pulmonares asociadas con
Aspergillus presentan una alta mortalidad en pacientes
en Unidades de Cuidados intensivos (UCI), con tasas
que superan el 50% ®¥l, Ademas, la prevalencia de estas
infecciones varia considerablemente, con reportes de hasta
un 26,8% y preocupa la resistencia creciente de Aspergillus
fumigatus a los antifingicos, en especial a los azoles "',

En América Latina, los informes sobre infecciones fungicas
en pacientes con COVID-19 son mas limitados, pero varios
paises han documentado casos alarmantes. En Brasil, se
reportaron altas tasas de mortalidad por infecciones fungicas,
especialmente con especies de Candida no-albicans 2. En
Peru, se observd una coinfeccién pulmonar por Candida
albicans y Aspergillus fumigatus ["¥, y en otros paises como
Chile y Argentina también se registraron infecciones graves
de estos hongos 11191,

La caracterizacion adecuada de las cepas flngicas
involucradas en estas infecciones pulmonares es esencial,
al igual que la evaluacién de su resistencia a los antifingicos,
dado el aumento en el uso indiscriminado de estos
tratamientos durante la pandemia, favorece la seleccion de
cepas resistentes %, Este estudio busca analizar las cepas
fungicas aisladas de muestras respiratorias de pacientes
hospitalizados con COVID-19 para proporcionar informacién
relevante sobre sus caracteristicas y resistencia antifingica
en un contexto clinico.

Una identificacion precisa de las especies fungicas y su
perfil de resistencia es crucial para mejorar el manejo de

las infecciones pulmonares en pacientes criticos. Ademas,
los hallazgos de este estudio pueden ayudar a optimizar
estrategias de diagnodstico y tratamiento en esta poblacion
vulnerable, mejorando la respuesta sanitaria frente a futuros
brotes y al tratamiento de pacientes inmunocomprometido.

Materiales y métodos

El presente estudio se basa en un enfoque observacional,
descriptivo y transversal.

Disefio Muestral

Las muestras utilizadas para el estudio fueron obtenidas de la
Micoteca del Laboratorio de Referencia de Micologia (LRNM)
del Instituto Nacional de Salud (INS), las cuales provenian
de aislamientos de muestras respiratorias (aspirado
bronquial, aspirado traqueal, esputo, lavado broncoalveolar
y secrecion faringea) de pacientes diagnosticados criticos
con COVID-19. Estas cepas fueron conservadas mediante
el método de Castellani a temperatura ambiente desde
diciembre del 2020 hasta mayo del 2022, las cuales fueron
reactivadas y caracterizadas mediante analisis de espectro
proteico (MALDI-TOF) durante el segundo semestre del
2023. Las cepas previamente identificadas como Aspergillus
fumigatus (Sensu lato) fueron sometidas a una prueba de
PCR en tiempo real para su identificacion molecular (Sensu
stricto). Ademas, se realizé un andlisis de susceptibilidad
antifingica usando el sistema colorimétrico SENSITITRE
Yeast One Y010, tanto para hongos levaduriformes como
para hongos filamentosos.

El andlisis se centrd en las cepas fungicas asociadas
a sobreinfecciones pulmonares, y la poblaciéon del
estudio estuvo compuesta por todas las cepas fungicas
pertenecientes a la Micoteca del Laboratorio de Referencia
Nacional de Micologia. Se analizaron un total de 107
registros completos de cepas aisladas desde diciembre del
2020 a mayo del 2022 (18 meses). La unidad de analisis
del estudio fue cada una de las cepas fungicas, ya sean
levaduriformes o filamentosas, aisladas de muestras
respiratorias de los pacientes. Para la recoleccion de los
datos, se utilizaron registros obtenidos de las fichas de
vigilancia clinico-epidemioldgica, asi como registros del
cuaderno interno del Laboratorio Referencial Nacional
de Micologia (LRNM). Se excluyeron cepas repetidas,
aquellas cuyo aislamiento no fue posible por problemas
de contaminacién o falta de pureza, y aquellas fichas de
vigilancia con informacion incompleta o errénea.

Para la recopilacion de datos, se utilizé una ficha de
recoleccion anonimizada, en la que se registraron los
datos sobre las caracteristicas de las cepas y su perfil
de susceptibilidad. Posteriormente, los datos fueron
organizados mediante el software Microsoft Excel.
Se aplicaron técnicas de limpieza de datos, eliminando
duplicados y asegurando que los datos fueran coherentes
con los criterios establecidos para el estudio. Ademas, se
realizd un control de calidad de los datos, descartando
aquellos que no cumplian con los requisitos de precision
para el andlisis.
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Identificacion de perfil fenotipico

En cuanto a la identificacion de las especies fungicas, se
utilizé un enfoque microbiolégico (agar cromogénico) y perfil
proteico (MALDI-TOF). Para los hongos levaduriformes, se
sembraron las cepas en agar cromogénico y se incubaron
a 37°C, lo que permitié la identificacion presuntiva de las
especies basandose en el color y se realizé la identificacion
final por la técnica de espectrometria de masas MALDI-
TOF, misma que fue utilizada que para la identificacion de
los hongos filamentosos obteniendo una identificaciéon mas
precisa de todos los hongos.

Procedimiento de Identificacion por MALDI-TOF
Serealizé la identificacion de levaduras y hongos filamentosos
siguiendo los procedimientos de extraccién proteica
recomendados por el fabricante Bruker Daltonik MALDI-
Biotyper. Para las levaduras, se incub6 la cepa en 3 mL de
caldo Sabouraud durante 24 horas a 37°C. Posteriormente,
se colecté 1.5 mL del pellet formado, el cual se centrifugd y
lavé con agua HPLC, etanol absoluto y acido férmico para
proceder con la extraccion. Para los hongos filamentosos, la
cepa se incubo en caldo Sabouraud glucosado por 48 horas
a temperatura ambiente. El proceso de centrifugado y lavado
fue similar al de las levaduras, con una mayor cantidad de
acido formico (30-50 pL) y acetronitrilo. Tras la preparacion,
las muestras se dispusieron en la placa MALDI target, se
aplico la matriz HCCA y se realizo la lectura en el equipo
MALDI-Biotyper donde la identificacion se realizd mediante el
analisis de los espectros proteicos generados, considerando
como correcta la identificacion de género y especie cuando
el score obtenido fue superior a 2.

Identificacion Molecular de Aspergillus fumigatus
Extraccion de ADN

La extraccion y purificacion del ADN se realiz6 utilizando el
Mini Kit QlAamp DNA (Qiagen). Para mejorar la eficiencia de
la lisis celular y la liberacion del ADN, se afiadio Proteinasa K al
inicio del procedimiento. La muestra se incubo a 60 °C durante
60 minutos, lo que permitid la degradacion de proteinas
estructurales y otros componentes celulares. Posteriormente,
se continud con los pasos estandar del protocolo del kit. La
concentracion de ADN se determind mediante la medicion de
la absorcion a 260 nm, considerando ideal una concentracion
superior a 100 ng/mL.

PCR en Tiempo real para identificacion de especie
Aspergillus fumigatus (Sensu stricto)

La identificacién molecular se llevé a cabo segun lo descrito
por Das et al. en su estudio sobre PCR en tiempo real
para especies de Aspergillus [17]. La PCR especifica para
Aspergillus fumigatus utilizé un conjunto de cebadores
dirigidos al gen de beta-tubulina: cebador forward A. fum-
For 5-GGAAACACGGAAAACAAGGA-3° y cebador
reverse A. fum-Rev 5-CGTTGGCCTAGTAGCGAGTC-3’,
que amplifican un fragmento de 230 pb. Ademas,
se empled6 una sonda pan-Asp-Probe 5°-FAM-
TATTTCGGCAACATCTCACG-BHQ-1-3", con el fluoréforo
FAM en el extremo 5" y quencher BHQ1 en el 3". La mezcla
de PCR fue optimizada a un volumen total de 25 L, que
contenia 250 mM de cada cebador (0,6 pl), 150 nM de la
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sonda (0,4 l), 5 ul de ADN, 12,5 pl de mastermix y 5,9 pl de
agua de PCR. La amplificacion se realizo en el termociclador
Rotor Gene Q (Qiagen), con 40 ciclos que incluyeron
desnaturalizacién a 95 °C por 30 s, hibridaciéon a 60 °C por
60 s y extension a 72 °C por 8 s. Al final de cada ciclo de
amplificacion, la sefial fluorescente emitida por la sonda, tras
la hibridacion con el producto amplificado, fue registrada y
monitoreada en tiempo real, permitiendo la deteccidn precisa
del ADN amplificado durante todo el proceso.

Evaluacion del Perfil de Resistencia

La susceptibilidad antifungica fue determinada utilizando
el sistema Sensititre YeastOne de Thermo Scientific, que
incluye las placas AST YO10 y el equipo necesario para la
lectura de los resultados de los diferentes antifungicos. Este
sistema fue empleado tanto para cepas de levaduras como
para hongos filamentosos. Se determind la concentracién
minima inhibitoria (CMI) de los antifungicos anidulafungina,
caspofungina, micafungina, fluconazol y voriconazol para
los hongos levaduriformes y los antifingicos voriconazol,
ltraconazol, caspofungina y anfotericina B para los hongos
filamentosos, los cuales se interpretaron categéricamente
de acuerdo a los puntos de corte clinicos y epidemiolégicos
establecidos por el CLSI de acuerdo a los documentos
M27M44 (3rd Edition) y CLSI M57 (1st Edition) para evaluar
el perfil de resistencia de las cepas fungicas.

Andlisis de los Datos

Los datos obtenidos se analizaron utilizando R Studio versién
4.3.0. Se calcularon frecuencias absolutas y relativas para
las variables tipo de hongos (hongo levaduriforme u hongo
filamentoso), especie de hongo, interpretacion antifingica y
se emplearon medidas de tendencia central y medias para
la variable concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
antifungicos.

Resultados

Perfil fenotipico

Hongos Levaduriformes

En cuanto a las infecciones por Candida, se encontré que la
candidiasis fue la mas comun, presentandose en todos los
casos analizados. La especie Candida albicans predomind,
representando un 73,5% (n=61) de los casos, mientras
que ofras especies de Candida también fueron detectadas,
tales como Candida tropicalis con 19,3% (n=16). Ademas,
se identificaron de forma aislada Candida auris, Candida
glabrata, Candida krusei y Candida parapsilosis. Asimismo,
se reportd una infeccién por Geotrichum capitatum, lo que
subraya la importancia de considerar la diversidad fenotipica
de los patdgenos fungicos en este contexto clinico.

Hongos Filamentosos

En relaciéon con las infecciones por Aspergillus, se
identificaron diversas especies, siendo Aspergillus fumigatus
el agente patégeno mas frecuente, representando el 78,3%
(n=18) de los casos de aspergilosis, seguido de Aspergillus
terreus con un 17,4% (n=4) y Aspergillus flavus con un 4,3%
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(n=1), lo que refleja una notable diversidad fenotipica dentro
de este grupo de hongos.

En general para todos los hongos tanto levaduriformes
como filamentosos, Candida albicans fue la especie mas
predominante (57%), seguido de Aspergillus fumigatus
(16,6%), Candida tropicalis (15%), Aspergillus terreus
(3,7%) Yy otros con menor numero de aislamientos obtuvieron
menor porcentaje (Figura 1).

Identificacion Molecular de Aspergillus fumigatus

Se realiz6 una comparacion entre las identificaciones
microbioldgicas (sensu lato) y moleculares (sensu stricto)
de las 23 cepas sospechosas de causar Aspergilosis
Invasiva asociada a COVID-19. De estas, 18 cepas fueron
correctamente identificadas como Aspergillus fumigatus
mediante PCR en tiempo real (Aspergillus fumigatus
“Sensu stricto”), lo que coincidié en un 100% con los
resultados obtenidos mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF). En cambio, las cepas de Aspergillus terreus
(4 muestras) y Aspergillus flavus (1 muestra) no mostraron
resultados positivos en la PCR especie especifica para
Aspergillus fumigatus (Figura 2).

Perfil de Resistencia

Hongos levaduriformes

Las cepas de Candida albicans mostraron una alta
sensibilidad a anidulafungina con un 98,4%, mientras que
para micafungina y caspofungina un 100% de sensibilidad.
Para voriconazol, el 95,1% fue sensible y el 4,9% intermedio,
mientras que, para fluconazol, el 90,2% fue sensible, con
algunos aislados mostrando resistencia o sensibilidad dosis
dependiente (SDD). En Candida tropicalis, todas las cepas
fueron sensibles a las equinocandinas. Sin embargo, para
voriconazol, el 75% fue sensible y el 25% resistente, y el

81,3% fue sensible a fluconazol, con el resto mostrando
sensibilidad dosis dependiente. Las cepas de Candida
glabrata también fueron sensibles a las equinocandinas y
presentaron sensibilidad dosis dependiente al fluconazol,
mientras que no se pudo categorizar la sensibilidad a
voriconazol debido a la ausencia de puntos de corte.
Candida parapsilosis mostré un solo aislado sensible a
todos los antifingicos probados, mientras que Candida
krusei present6 un aislado resistente a las equinocandinas,
sensible al voriconazol y con resistencia natural al fluconazol.
Por ultimo, Candida auris y Geotrichum capitatum no fueron
categorizados debido a la falta de puntos de corte clinicos
(Figura 3).

Se presentan los valores de la concentracion minima
inhibitoria  (CMI) de cinco antifungicos (fluconazol,
voriconazol, anidulafungina, micafungina y caspofungina)
para diversas especies de Candida y Geotrichum (Tabla 1).
Las medias geométricas de las concentraciones muestran
una variabilidad en la efectividad de los antifingicos segun
la especie. Fluconazol y voriconazol mostraron una amplia
gama de eficacia, con valores mas bajos en Candida
parapsilosis, mientras que en Candida auris el fluconazol
obtuvo concentraciones muy altas, pero para voriconazol
se mantuvieron bajas, sin embargo, las concentraciones en
general de estos dos antifungicos fueron mas altas frente a
especies resistentes 0 menos susceptibles, como Candida
krusei y Candida glabrata. Las equinocandinas mostraron
una eficacia bastante uniforme en la mayoria de las
especies de Candida, con concentraciones mas altas frente
a Candida krusei, una especie con resistencia intrinseca a
estas clases de antifungicos.

Hongos Filamentosos
Los resultados muestran variabilidad en la respuesta de los
hongos a diferentes antifungicos. En Aspergillus fumigatus,

A. fumigatus

Candida albicans

0%

Frecuencia de cepas fungicas Pulmonares en pacientes COVID-19

Geotrichum capitatum 0.9% (n=1)
Candida parapsilosis T =)
Candida krusei 0.9% (n=1)
Candida auris o0 ("7
% A. flavus 0.9% (n=1)

E Candida glabrata 2.8% (n=3)

A. terreus 37% (n=4)
Candida tropicalis 5% (n=16)
16.8% (n=18)

20%

57% (n=61)

40% 60%

Porcentaje

Figura 1. Distribucion porcentual por género y especie de hongos relacionados con sobreinfecciones/colonizaciones pulmonares en

pacientes con COVID-19.
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Figura 2. Identificacién de Aspergillus fumigatus 'Sensu Stricto' mediante PCR en Tiempo Real.

el 77,8% de las cepas fueron sensibles a voriconazol,
mientras que el 16,7% presentd resistencia intermedia y el
5,6% resistencia. Los demas antifungicos como itraconazol,
caspofungina y anfotericina B se clasificaron en funcion de
si las cepas eran salvajes (WT) o no salvajes (NWT). En
Aspergillus terreus, todas las cepas fueron clasificadas como
cepas salvajes para voriconazol, itraconazol y anfotericina
B, pero caspofungina mostré una mayor proporcion de
cepas no salvajes. En Aspergillus flavus, todas las cepas
fueron categorizadas como salvajes para voriconazol e
itraconazol, mientras que caspofungina y anfotericina B
fueron no salvajes (Figura 4).

Los resultados muestran la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de cuatro antifungicos para diversas especies de
Aspergillus. Voriconazol es mas eficaz contra Aspergillus
flavus, con una efectividad moderada en Aspergillus
terreus y Aspergillus fumigatus. Itraconazol presenta alta
efectividad en Aspergillus flavus y Aspergillus terreus, y
moderada en Aspergillus fumigatus. Caspofungina muestra
una eficacia mas baja en Aspergillus flavus y Aspergillus
terreus, pero mayor efectividad contra Aspergillus fumigatus.
Anfotericina B tiene una eficacia reducida en Aspergillus
flavus y Aspergillus terreus, y una efectividad intermedia en
Aspergillus fumigatus (Tabla 2).

Anidulafunginal (PCC)

Caspofunginal (PCC)

Fluconazol (PCC)

60 60 60
40 40 40
20 20 20
o 0 +H-—4——4—.+ 0 —1—%‘—1——4—.—1— 0 —4—%'—1——1—-—1—
Q .
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o > @ &
60 60 S T FE R
P& o (\b Q'b P S
FF S o
[¢id [<id & S
40 40
20 20 I: Intermedio
. . NA: Sin punto de corte clinico
0 e I e g —— 0 L P —4+— R:Resistente
. S: Sensible
o & 2 > 2 O o & QD > 2 &
ISR ¥ £ P SRS 3 L =S R . . .
Ay Qs‘f" & (.}@" & Q,}é’ & é"”@ SDD: Sensible Dosis Dependiente
> & S K S > & S R
P & Fo o L L& o ,go&
é\b ¢ S o F ,bb F P o S
[¢] &) 'b(‘b\ Sl [¢] @0& & L
Fenotipo

.I .NA.R .S .SDD

Figura 3. Distribucién de cepas por categoria de susceptibilidad segun los valores de referencia para hongos
levaduriformes.
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Tabla 1. Medias geométricas de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los antifungicos (ug/mL) en relacion con
diversas especies de hongos levaduriformes.

Antifingico /

Fenotipo FZ VOR AND MF CAS
Candida albicans 1,213 0,268 0,022 0,081 0,063
Candida auris 32,000 0,015 0,015 0,008 0,030
Candida glabrata 5040 0,825 0,038 1,500 0,120
Candida krusei 8,000 0,120 1,000 2,000 1,000
Candlida parapsilosis 1,000 1,500 0,250 0,500 0,250
Candida tropicalis 1,610 0,219 0,034 0,074 0,011
Geotrichum capitatum 16,00 0,250 0,500 0,250 0,250
(*) FZ: Fluconazol, VOR: Voriconazol, AND: Anidulafungina, MF:

Micafungina, CAS: Caspofungina

Discusion

En nuestra investigacion, la especie Candida albicans fue
la mas frecuente, representando el 73,5% de los casos,
lo cual concuerda con estudios previos que identificaron a

C. albicans como el agente predominante en infecciones
fungicas asociadas al COVID-19 '8l Sin embargo, también
se observé una considerable diversidad de especies, lo
que refleja la complejidad de las infecciones por levaduras
en estos pacientes. C. ftropicalis fue detectada en un
19,3% de los casos, y se encontraron casos aislados de
C. auris, C. glabrata, C. krusei y C. parapsilosis, 10 que
subraya la necesidad de un enfoque diagndstico completo y
personalizado "l. En comparacion con otros estudios, como
el de Shirvani & Fattahi, en el que C. albicans represento el
96% de las infecciones pulmonares asociadas al COVID-19,
nuestros hallazgos coinciden parcialmente al identificar
también C. parapsilosis en menor proporcion €. Ademas,
al comparar con un estudio realizado en pacientes con
COVID-19 en ventilacion mecanica, nuestros resultados
son consistentes con la predominancia de C. albicans
(79,7%) como agente fungico principal en estos pacientes
criticos 1'%

El analisis comparativo con otros estudios, como el
realizado en Iran, muestra una menor frecuencia de C.
albicans (39,5%) en comparacion con nuestro estudio, lo
que podria deberse a diferencias en las metodologias de
muestreo 2%, El estudio irani incluyd pacientes criticos con
COVID-19, pero también reportd algunos aislamientos de
pacientes no infectados con COVID, mientras que nuestro
estudio se centro exclusivamente en pacientes criticos con
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Figura 4. Cantidad de cepas clasificadas segun las categorias interpretativas basadas en los puntos de corte epidemiolégicos (ECV) y

puntos de cortes clinicos para hongos filamentosos.

Health Care & Global Health. http://dx.doi.org/10.22258/hgh.2025.91.182 | 11



http://dx.doi.org/10.22258/hgh.2024.82.175

Resistencia antifiingica y variabilidad fenotipica en micosis pulmonares

Paredes-Gago R y col.

Tabla 2. Medias geométricas de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los antifungicos (ug/mL) en relacién con
diversas especies de hongos filamentosos.

Antifungico o 1z CAS AB
| Fenotipo

Aspergillus 0,411 0159 0193 1,260
fumigatus

Aspergillus 0,354 0,025 1,980 1,000
terreus

Aspergillus 0120 0015 8000 4,000
flavus

(*) FZ: Fluconazol, 1Z: Itraconazol, CAS: Caspofungina, AB: Anfotericina B

COVID-19, esta diferencia en la poblacién estudiada podria
influir en la diversidad de especies identificadas.

En cuanto a la aparicion de C. auris y Geotrichum capitatum,
ambos agentes fueron encontrados en casos aislados,
reflejando la creciente importancia de estos patdgenos
emergentes, especialmente C. auris, que es conocido
por su alta resistencia a antifungicos y su capacidad de
transmision nosocomial. Esto resalta la necesidad de
vigilancia intensificada para su diagnostico, tal como lo
indican otros estudios 2122,

En cuanto a los hongos filamentosos, observamos que
Aspergillus fumigatus fue el agente mas prevalente, con un
78,3% de los casos, seguido por Aspergillus terreus (17,4%)
y Aspergillus flavus (4,3%). Estos hallazgos son coherentes
con la literatura existente que reporta a A. fumigatus
como el principal agente responsable de aspergilosis
en pacientes con COVID-19 [21]. La prevalencia de A.
fumigatus refleja su capacidad para colonizar los pulmones
de pacientes inmunocomprometidos y en aquellos con
dispositivos invasivos. En comparacion con un estudio
reciente realizado en pacientes con COVID-19, en el que A.
fumigatus represento el 80,3% de las infecciones, nuestros
hallazgos son similares en cuanto a la predominancia de
esta especie 7,

El estudio de Wang et al. (2024) documento A. terreus en
un 4,65% de los casos, lo que coincide parcialmente con
nuestra observacion de un 17,4%. A. terreus es conocido
por su resistencia intrinseca a ciertos antifungicos, lo
que podria explicar su notable presencia en infecciones
secundarias en nuestro estudio . De este modo, la
identificacion de A. terreus en pacientes con COVID-19
subraya la importancia de considerar la diversidad
fenotipica y los perfiles de resistencia en el manejo de
infecciones pulmonares invasivas.

En cuanto a la susceptibilidad antifungica, se observo
que C. krusei y C. glabrata y C. auris presentan una baja
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susceptibilidad a fluconazol, con concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) elevadas. La Unica Candida auris aislada
reflej6 una CMI de 32 pg/mL indicando una resistencia
al igual que lo descrito en el primer reporte de esta cepa
en el Pert @, C. krusei, en particular, mostr6 una CMI de
8,0 pg/mL, lo que indica una resistencia significativa. Esta
resistencia es consistente con otros estudios que reportan
CMI 232 pg/mL para C. albicans y CMI 216 pg/mL para
C. glabrata en el contexto de infecciones asociadas al
COVID-19 B9 sin embargo, en comparaciéon con otros
estudios internacionales, nuestros valores de CMI para C.
albicans y C. parapsilosis fueron relativamente bajos, lo
que sugiere una mayor susceptibilidad a los antifungicos en
nuestra muestra. Estos hallazgos coinciden con estudios en
los que se documenta una mayor eficacia de fluconazol en
C. albicansy C. parapsilosis 227,

El voriconazol mostré una CMI relativamente baja para la
mayoria de las especies de Candida, en particular para
C. krusei y C. tropicalis, lo que refleja una buena actividad
de este antifungico en estas especies, similar a lo que se
reporta en otras investigaciones internacionales ©1'%, Por
otro lado, C. parapsilosis presentd una CMI mas elevada
para voriconazol (2,18 ug/mL), lo que sugiere una mayor
resistencia en esta especie, en linea con otros estudios que
reportan variabilidad en la respuesta a este farmaco 128,

La anidulafungina mostré una efectividad general mas alta
en comparacion con fluconazol y voriconazol, con CMI
promedio mas bajas para C. auris, C. albicansy C. glabrata,
lo que refuerza su papel como un tratamiento eficaz para
infecciones por Candida en pacientes con COVID-19. Esto
coincide con estudios previos que documentan una eficacia
de la anidulafungina similar a la observada en nuestro
estudio 271,

En lo que respecta a los hongos filamentosos, observamos
que la susceptibilidad a antifungicos vario significativamente
entre las especies de Aspergillus. A. fumigatus presentd
una CMI promedio de 0,411 pug/mL para voriconazol, lo que
refleja una buena eficacia de este antifungico frente a esta
especie. Estos resultados son similares a los reportados
en otros estudios, donde se observa una buena actividad
de voriconazol contra A. fumigatus 2%, Sin embargo, la
presencia de resistencia a itraconazol en algunas cepas de
A. fumigatus sugiere que la seleccion de antifungicos debe
basarse en pruebas de susceptibilidad especificas, ya que
este medicamento muestra variabilidad en su efectividad
dependiendo de la cepa.

ltraconazol demostrd alta eficacia frente a A. flavus
y A. terreus, con CMIs de 0,015 pg/mL y 0,025 pg/
mL, respectivamente. Estos valores son similares a los
reportados en otros estudios internacionales, aunque con
algunas variaciones en funcion de las cepas de A. fumigatus.
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Por otro lado, caspofungina mostré una eficacia mas baja
frente a A. flavus y A. terreus (8 pg/mL y 1,98 pg/mL), pero
fue mas efectiva contra A. fumigatus, con una CMI de 0,193
pg/mL, lo que refuerza su utilidad en infecciones por este
hongo "1*%, Sin embargo, se han documentado resistencia
a caspofungina en A. fumigatus, lo que resalta la necesidad
de monitoreo continuo en pacientes criticos.

Anfotericina B, aunque generalmente efectiva, mostré una
CMI elevada en algunas especies como A. flavus (4 pg/
mL)y A. terreus (1 pg/mL), lo que sugiere que la eficacia de
este antifungico puede ser limitada frente a ciertos hongos
filamentosos.

En general, nuestros resultados coinciden con los encon-
trados en estudios internacionales sobre la susceptibili-
dad de Aspergillus a diversos antifungicos, aunque las
variaciones observadas en las concentraciones minimas
inhibitorias (CMIs) podrian estar relacionadas con facto-
res locales, como la geografia y las cepas especificas
estudiadas.

Las fortalezas incluyen la identificacion exhaustiva
de especies fungicas en pacientes con COVID-19, la
comparacion de métodos microbiolégicos y moleculares
para asegurar la precision de los diagnosticos, y un analisis
detallado de la susceptibilidad antifungica, que proporciona
informacién valiosa para el tratamiento, mientras que las
limitaciones fueron que para la obtenciéon de los datos
clinicos solo se contaba con fichas de vigilancia clinico-
epidemioldgica, sin acceso a historias clinicas completas
lo que dificulté la diferenciacion entre colonizacion
y sobreinfeccién, complicando asi el analisis de los
aislamientos. Ademas, aunque se identifican diversas
especies fungicas, el estudio no incluye informacién
especifica sobre los desenlaces clinicos de los pacientes
y la variabilidad en la disponibilidad de muestras a lo largo
de la pandemia introdujo un sesgo temporal.

Conclusiones

Se identificaron varias especies de hongos, siendo A.
fumigatus y Candida albicans las mas frecuentes, aunque
con una notable variabilidad en la presencia de otras
especies, lo que resalta la importancia de considerar la
diversidad fenotipica, mientras la identificaciéon molecular
de Aspergillus fumigatus mediante PCR en tiempo real
y espectrometria de masas mostré una concordancia
del 100%. En cuanto a la resistencia a los antifungicos,
las cepas de C. albicans demostraron alta sensibilidad a
anidulafungina, micafungina y caspofungina, apoyando
la efectividad de las equinocandinas como tratamiento.
Sin embargo, cepas de Candida tropicalis mostrd una
mediana resistencia al fluconazol, lo que subraya la
necesidad de estrategias de manejo especificas. Ademas,
la variabilidad observada en especies de Aspergillus

destaca la importancia de un enfoque terapéutico
personalizado, adaptado a la resistencia antifungica y la
especie involucrada.

Se recomienda implementar sistemas de monitoreo y
protocolos de diagndstico para evaluar regularmente los
perfiles fenotipicos y de sensibilidad de las cepas fungicas
enentornos hospitalarios,Ademas, fomentarla capacitacion
continua del personal de laboratorio en la interpretacion de
resultados de pruebas de susceptibilidad y sugerir lineas
de investigacion futuras, como la exploracion de nuevos
antifingicos o métodos de diagndstico mas rapidos.
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