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Sensibilidad de aislamientos clínicos de Candida albicans
frente a la 5-fluorocitosina

Lic. Carlos M. Fernández Andreu,1 Lic. Dihadenys Lemus Molina2 y Dr. Gerardo Martínez Machín3

RESUMEN

Uno de los antimicóticos más utilizados en la terapéutica de las micosis ha sido la 5-fluorocitosina, sin embargo la aparición de cepas
resistentes pudiera ser una limitante importante para su uso, de ahí que resulte necesario conocer la sensibilidad frente a esta droga. Con
este objetivo se determinó el valor de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 5-fluorocitosina frente a 50 aislamient
clínicos de Candida albicans, mediante un micrométodo de dilución en medio RPMI 1640 comparando 2 métodos de lectur
Los valores de media geométrica obtenidos fueron de 0,95 µg/mL para la lectura visual y 0,75 µg/mL para la lectura automatiz,
sin diferencias estadísticamente significativas entre ambas (p < 0,05). El coeficiente de correlación lineal de Pearson fue r = 0,81,
esto indica que aunque hubo buena correlación, también existió discrepancia entre ambas lecturas. La CMI50 fue de 0,5 µg/mL y
la CMI

90
 de 4 mg/mL. En dependencia del método de lectura empleado, se encontraron 90 y 92 % de cepas sensibles, ent

8 % de cepas resistentes y 2 % de cepas con sensibilidad intermedia. Estos valores indican una baja resistencia frente a estaroga,
lo que pudiera tener repercusión directa en la conducta terapéutica a seguir en las candidiasis.

Descriptores DeCS: FLUCITOSINA/uso terapéutico; CANDIDA ALBICANS; TESTS DE SENSIBILIDAD MICROBIANA/
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La frecuencia de las infecciones fúngicas
aumentado considerablemente en las 2 últim
décadas. Las principales causas de este increm
han sido la inmunodepresión producida en 
pacientes sometidos a trasplantes de órgan
tratamientos citotóxicos e inmunosupresores, el
de nuevos antibacterianos de amplio espectro
como el desarrollo de nuevas maniobras diagnós
y terapéuticas invasoras y muy especialment
aparición del síndrome de inmunodeficienc
adquirida (SIDA).1 La candidiasis es la micos
oportunista más frecuente en estos pacient
Candida albicans es considerada su principal age
causal.2
o

En los últimos años, se ha estimulado l
investigación en terapéutica antifúngica y las prueb
de sensibilidad in vitro han aparecido como una
necesidad, para determinar el antimicótico d
elección cuando más de uno es potencialmen
activo frente a un mismo hongo.3 Entre los
antifúngicos recomendados hoy día para e
tratamiento de las micosis sistémicas se destaca
5-fluorocitosina (5-FC).4,5

Los estudios de sensibilidad in vitro con agentes
antifúngicos no se realizan de forma habitual en lo
laboratorios de micología médica, sin embargo, cad
vez resulta más evidente que es necesario con
con técnicas estandarizadas que permitan orien
o.
1 Licenciado en Microbiología. Investigador Auxiliar.
2 Licenciada en Microbiología.
3 Médico Especialista de I Grado en Microbiología. Investigador Agregad
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el tratamiento adecuado de las micosis, si se ti
en cuenta la creciente frecuencia de aparición
cepas resistentes; por esta razón el propósito
este trabajo fue conocer el comportamiento de
aislamientos clínicos de Candida albicans frente a
la 5-FC mediante la determinación de 
concentración mínima inhibitoria (CMI).

MÉTODOS

Se estudiaron 50 cepas de Candida albicans
aisladas de pacientes hospitalizados en el Insti
de Medicina Tropical "Pedro Kourí" (IPK) en e
período comprendido entre septiembre de 199
marzo de 1998, a las que se les determinó la C
de 5-FC en el medio RPMI 1640 según 
micrométodo estandarizado por el Comité Nacio
de Estándares de Laboratorios Clínicos de 
EE.UU. (NCCLS) en 1997.6

Preparación del inóculo: Las cepas fueron
cultivadas en agar Sabouraud e incubadas a 37
durante 48 h. De cada cultivo se tomaron 5 colon
de aproximadamente 1 mm de diámetro y 
resuspendieron en tubos con 5 mL de agua desti
estéril, hasta alcanzar una turbidez equivalente 
del tubo 0,5 de la escala de McFarland (106 células/mL,
en cámara de Neubauer). De esta suspensió
tomaron 50 µL y se pasaron a un tubo con 5 mL
RPMI 1640 pH 7, amortiguado con ácido morfolin
propanosulfónico (MOPS), y se obtuvo un
densidad de 1 x 104 células/mL.

Diluciones del antifúngico: Partiendo de una
solución de 5-FC cuya concentración era de 10 mg/
se preparó una solución de 1 280 µg/mL; esta 
utilizada para realizar diluciones dobles seriadas
placas de microtitulación de 96 pocillos desde
columna 2 hasta la 11 y finalmente quedó el antifú
gico en concentraciones de 64 hasta 0,125 µg/
(20 µL/pocillo).

Inoculación de las placas: Se distribuyeron
180 µL de la suspensión celular a partir de
columna 2 hasta la 12, por duplicado para ca
cepa. En los pocillos de la columna 1 se añadie
180 µL de medio sin inóculo. La columna 12, al 
tener antifúngico, sirvió como control d
crecimiento. Las placas fueron incubadas en cám
húmeda y oscuridad a 35 °C durante 48 h.
e

Determinación del punto final o CMI: La
determinación del punto final se realizó median
la lectura visual y la lectura automatizada. Para
lectura visual la CMI se definió como la meno
concentración de antifúngico frente a la cual la
levaduras no exhibían un crecimiento visible, s
consideró como criterio de crecimiento un solo botó
sedimentado o la presencia de una turbidez en
fondo del pocillo, teniendo en cuenta la
características del crecimiento en el pocillo contr
de la columna 12. Antes de realizar la lectur
automatizada las placas fueron agitadas y la CM
se definió como la menor concentración de
antifúngico capaz de inhibir 80 % del crecimient
en comparación con el control positivo. La lectur
se realizó mediante el fotocolorímetro (Titertek
Multiscan®) a 405 nm.5,7 Para la determinación del
80 % de inhibición del crecimiento se empleó l
fórmula siguiente:8

A ≤ Ab + [0,2 x (Ak - Ab)]

Donde:

A: Absorbancia.
Ab: Absorbancia del blanco (control sin inóculo y
sin droga).
A

k
: Absorbancia del control de crecimiento.

Si Ab = 0, entonces A ≤ 0,2 x Ak

Cuando se observó en la columna 2 u
crecimiento igual al de la columna 12 se conside
que el valor de CMI para esa cepa era 128 µg/m

Interpretación de los resultados: Se asumieron
los criterios de resistencia y sensibilidad aprobad
por el NCCLS en 1997 para Candida en medio
RPMI 1640, según los cuales una cepa se consid
sensible cuando el valor de CMI es menor o igua
a 4 µg/mL, de sensibilidad intermedia cuando el
valor está entre 8 y 16 µg/mL y resistente cuando
es superior o igual a 32 mg/mL.6

Análisis estadístico de los resultados: Para
cada una de las lecturas realizadas (visual
automatizada), se determinaron las media
geométricas de los valores de CMI obtenidos y 
compararon según la prueba t de Student pa
muestras independientes; también se determina
el rango, los porcentajes acumulativos, la
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y 90 % de las cepas (CMI50 y CMI90

respectivamente) y el coeficiente de correlac
lineal de Pearson.

RESULTADOS

En la tabla se presentan los resultados de l
lecturas de CMI realizadas y se muestran la canti
de cepas inhibidas para cada una de 
concentraciones de 5-FC utilizadas, así como
porcentajes que representan.

En la figura se muestran los porcentaj
acumulativos calculados para cada tipo de lectu
los valores de CMI que inhiben 50 y 90 % de 
cepas fueron 0,5 y 4 µg/mL respectivamente, ta
para la lectura visual como para la automatizad

El rango de valores de CMI obtenido para l
2 lecturas fue de 0,125-128 µg/mL. Para la lect
0

 2
d
s
s

;

o

a

TABLA.  Número y porcentaje de cepas de Candida albicans
inhibidas frente a las distintas concentraciones de 5-FC

                                                  Lectura visual        Lectura automatizada
Concentración (µg/mL)      No. de cepas     %       No. de cepas     %

0,125 8 16 13 26
0,25 7 14 7 14
0,5 11 22 5 10
1 7 14 10 20
2 9 18 7 14
4 3 6 4 8
8 0 0 1 2

16 1 2 0 0
32 1 2 0 0
64 0 0 2 4

128 3 6 1 2

visual la media geométrica fue de 0,95 µg/mL y
para la lectura automatizada fue de 0,75 µg/mL. Al
comparar las 2 medias geométricas obtenidas, se
comprobó que no existían diferencias significativas
entre ellas (p > 0,05). El coeficiente de correlación
lineal de Pearson (r) entre las 2 lecturas fue 0,81.
Fig. Porcentajes acumulativos calculados para cada una de las concentraciones de 5-FC utilizadas frente a Candida albicans.

0 ,1 2 5          0 ,2 5              0 ,5                   1                   2                   4                   8                   1 6                 3 2                6 4                1 2 8

L e c tu r a  v is u a l     L e c t ur a  a u to m a t iz a d a
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Teniendo en cuenta los criterios de sensibilid
y resistencia del NCCLS,8 con la lectura visual se
encontraron 45 cepas sensibles (90 %), una c
con sensibilidad intermedia (2 %) y 4 cep
resistentes (8 %); mientras que con la lectu
fotocolorimétrica fueron detectadas 46 cep
sensibles (92 %), una cepa con sensibilid
intermedia (2 %) y 3 cepas resistentes (6 %).

De las 4 cepas resistentes mediante la lect
visual, 2 lo fueron también en la fotocolorimétric
sin embargo, en las otras 2 cepas, las lectu
discreparon de manera apreciable (visual: 128 µg/m
automatizada: 4 µg/mL). Mediante la lectura fotoc
lorimétrica, una tercera cepa resistente (64 µg/m
se comportó como sensibilidad intermedia en
visual (16 µg/mL). Otra cepa clasificada com
sensible mediante la lectura visual (4 µg/mL), 
comportó como de sensibilidad intermedia en
lectura automatizada (8 µg/mL).

DISCUSIÓN

Una de las drogas de elección para 
tratamiento de las candidiasis sistémicas ha sid
5-FC, pues aunque su espectro de acción
estrecho, su toxicidad para el hombre 
relativamente baja. La aparición de cepas resiste
y la utilización de los azoles hizo que comenza
un período de declinación en el uso de esta dro
Ya en la década actual, después de evaluacio
multicéntricas y de ensayos clínicos mej
diseñados, se ha reconsiderado la utilidad de la 5
en terapias combinadas con polienos y azoles9,10

El medio RPMI 1640 permite un adecuad
crecimiento de las levaduras; para la mayoría
las cepas, el crecimiento se presentó como 
turbidez en el fondo del pocillo y solo en muy poc
casos se pudo observar un botón bien defini
Este crecimiento se hacía visible a las 48 h 
incubación. Espinel-Ingroff y otros, han reportado
un crecimiento visible a las 24 h de incubación
por lo tanto, consideran que es posible realiza
determinación del punto final en ese momento11

Sin embargo, en este trabajo se pudo confirma
planteado por el NCCLS con respecto al tiempo
incubación (48 h) para las especies de Candida.

El rango de valores de CMI obtenido d
0,125-128 µg/mL es igual al obtenido por Barchiesi
a

s
;

s

s

.
s

.

y otros, mientras que Odds y otros reportan un
rango de 0,05-100 µg/mL.7,12

En un estudio realizado con el medio YN
(yeast nitrogen base), Calhoun y Galgiani13

obtuvieron una media geométrica de 0,033 µg/m
y con el medio SAAMF (synthetic aminoacid
fungal medium) de 2,6 µg/mL.13 En el presente
trabajo los valores de media geométrica obtenid
fueron de 0,95 y 0,75 µg/mL para las lecturas vis
y automatizada respectivamente, los cuales al 
comparados según la prueba t de Student (p > 0,
no mostraron diferencias estadísticamen
significativas.

Rodríguez-Tudela y Martínez-Suárez,
realizando la lectura visual y automatizad
encontraron que entre estas existía una bu
correlación.12 Rodero y otros reportaron entre esto
2 tipos de lecturas un coeficiente de 0,97, lo q
indica muy buena correlación.5 En el presente
trabajo se obtuvo un valor de r de 0,81, esto perm
sugerir que aunque es confiable la lectura visu
en casos dudosos es necesario realizar la lec
automatizada.

Barchiesi y otros reportaron un valor de CMI50

de 0,25 mg/mL y de CMI
90

 de 8 µg/mL,12 mientras
que en el presente estudio las concentraciones
5-FC capaces de inhibir a 50 y 90 % de las cep
fueron 0,5 y 4 µg/mL respectivamente, o sea, 
cada caso, solo difieren en una dilución. Para inh
100 % de las cepas, fueron necesarias concen
ciones superiores a 64 µg/mL.

En este trabajo se encontraron discrepanc
marcadas solo entre 2 cepas: según la lectura vi
se clasificaron como resistentes (128 µg/mL), pe
resultaron ser sensibles (4 µg/mL) al ser leídas
el fotocolorímetro. En ambos casos la lectura visu
resultó muy difícil, pues se apreció un botón n
bien delimitado rodeado de una turbidez que hi
clasificarlas como resistentes. Evidentemente
factor subjetivo de apreciación influyó mucho
pues en ambos casos la lectura automatizada
de 4 µg/mL.

Hasta hace pocos años no existía unanimid
en cuanto a los criterios de sensibilidad y resisten
en los estudios con agentes antifúngicos, aunqu
mayoría de los autores consultados coinciden
que una cepa con CMI ≥  25 µg/mL debe
considerarse resistente a la 5-FC.3,9,14 En el presente
estudio, asumiendo los criterios del NCCLS (M27-A
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se encontró, para las lecturas visual y automatiza
90 y 92 % de cepas sensibles respectivame
similares resultados obtuvieron Dei-Cas y otros en
un estudio realizado con el medio Shadomy, donde
94,4 % de las cepas fueron sensibles.15 Sakellarides
obtuvo 4 % de cepas resistentes en un trab
realizado con el medio myco-plate mediante la
técnica de difusión en agar; aunque en este est
se emplearon otro medio de cultivo y otra técn
de evaluación in vitro, los resultados son similare
a los de este autor, pues se obtuvo 8 y 6 %
cepas resistentes para la lectura visua
automatizada, respectivamente.16

Entre las causas de resistencia a la 5-FC
C. albicans, se encuentra en primer lugar 
deficiencia en la enzima uridina monofosfa
pirofosforilasa, que interviene en la síntesis 
5-flúor uridina monofosfato y de las fosforilacione
sucesivas hasta obtener 5-flúor uridina trifosfato
en la síntesis de 5 desoxiuridina monofosfato.10 Sin
embargo, no se descartan las otras teor
propuestas como son la activación de cier
mecanismos que permitirían la reparación del AR
alterado y la activación de la síntesis de pirimidin
que competirían con la propia 5-FC.17

En un trabajo previo realizado en Cuba p
Halley y otros con la utilización del sistema ATB-Fun-
gus (bioMérieux), se encontró 39,1 % de cep
resistentes, 8,7 % de cepas con sensibilid
intermedia y 52,2 % de cepas sensibles.14 Aunque
estos resultados difieren de los obtenidos en
presente trabajo, confirman la existencia d
fenómeno de resistencia en nuestro medio po
que se hacen necesarios estudios más ampli
profundos.

La determinación de la CMI de 5-FC es
indicada fundamentalmente para aquellos caso
candidiasis sistémica con sospechas de fa
terapéutico, por lo que esta técnica constituye u
herramienta de gran valor al nivel de Laboratori
de Referencia o en aquellos hospitales que atien
a grupos de pacientes con factores predispone
para esta micosis.

SUMMARY

5-fluorocytosine has been one of the most used antimycotics
the therapeutics of mycosis, however the appareance of  resis
strains may be an  important limitant for its use. That’s why
,
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is necessary to know the sensitivity to this drug. To this end,
was determined the minimum inhibitory concentration (MIC
of 5-fluorocytosine against 50 clinical isolates of Candida
albicans  by a micromethod  of dilution in RPMI 1640 media ,
comparing 2 reading methods. The values of the geometric
mean obtained were 0.95 mg/mL for the visual reading and 0.
mg/mL for the automated reading. There were no significa
differences between them (p<0.05). Pearson’s lineal correlati
coefficent was r=0.81. It indicates that although there was a go
correlation, there was also discrepancy between both readin
The IMC50 was of 0,5 µg/mL and the IMC90 of 4 mg/mL. 90 and
92% of sensitive strains , between 6 and 8% of resistant stra
and 2% of strains with intermediate sensitivity were foun
depending on the reading method used. These values show a 
resistance against this drug, which may have a direct repercuss
on the therapeutic behaviour to be followed in candidiasis.

Subject headings: FLUCYTOSINE/therapeutic use;  CANDIDA
ALBICANS, MICROBIAL SENSITIVITY TESTS/methods.
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