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RESUMEN

Uno de los antimic6ticos mas utilizados en la terapéutica de las micosis ha sido la 5-fluorocitosina, sin embargo laegapesn
resistentes pudiera ser una limitante importante para su uso, de ahi que resulte necesario conocer la sensibilidaddregte E@st

este objetivo se determind el valor de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de 5-fluorocitosina frente a 50 aislamientos
clinicos de Candida albicans mediante un micrométodo de dilucion en medio RPMI 1640 comparando 2 métodos de lectura.
Los valores de media geométrica obtenidos fueron de 0,95 pg/mL para la lectura visual y 0,75 pg/mL para la lectura automatizada
sin diferencias estadisticamente significativas entre ambas (p < 0,05). El coeficiente de correlacion lineal de PearshBlfue r =

esto indica que aunque hubo buena correlacion, también existié discrepancia entre ambas lecturag.fue @M0,5 pg/mL y

la CMI,, de 4 mg/mL. En dependencia del método de lectura empleado, se encontraron 90 y 92 % de cepas sensibles, entre 6 y
8 % de cepas resistentes y 2 % de cepas con sensibilidad intermedia. Estos valores indican una baja resistencia fregte a esta d

lo que pudiera tener repercusion directa en la conducta terapéutica a seguir en las candidiasis.

Descriptores DeCS:FLUCITOSINA/uso terapéutico; CANDIDA ALBICANS; TESTS DE SENSIBILIDAD MICROBIANA/

/métodos.

La frecuencia de las infecciones fungicas ha
aumentado considerablemente en las 2 Ultimas

En los ultimos afios, se ha estimulado la
investigacion en terapéutica antifingicay las pruebas

décadas. Las principales causas de este incremento de sensibilidadn vitro han aparecido como una

han sido la inmunodepresion producida en los
pacientes sometidos a trasplantes de 6rganos y
tratamientos citotdxicos e inmunosupresores, el uso
de nuevos antibacterianos de amplio espectro, asi
como el desarrollo de nuevas maniobras diagnésticas
y terapéuticas invasoras y muy especialmente la
aparicion del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA}: La candidiasis es la micosis
oportunista mas frecuente en estos pacientes y
Candida albicangs considerada su principal agente
causakf
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necesidad, para determinar el antimicético de
eleccion cuando més de uno es potencialmente
activo frente a un mismo hondgdentre los
antifGngicos recomendados hoy dia para el
tratamiento de las micosis sistémicas se destaca la
5-fluorocitosina (5-FC)*

Los estudios de sensibilidiadsitro con agentes
antifingicos no se realizan de forma habitual en los
laboratorios de micologia médica, sin embargo, cada
vez resulta mas evidente que es necesario contar
con técnicas estandarizadas que permitan orientar
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el tratamiento adecuado de las micosis, si se tiene
en cuenta la creciente frecuencia de aparicion de
cepas resistentes; por esta razon el propdsito en
este trabajo fue conocer el comportamiento de los
aislamientos clinicos dgandida albicanérente a

la 5-FC mediante la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI).

METODOS

Se estudiaron 50 cepas @andida albicans
aisladas de pacientes hospitalizados en el Instituto
de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK) en el
periodo comprendido entre septiembre de 1997 a
marzo de 1998, a las que se les determind la CMI
de 5-FC en el medio RPMI 1640 segun el
micrométodo estandarizado por el Comité Nacional
de Estadndares de Laboratorios Clinicos de los
EE.UU. (NCCLS) en 1997.

Preparacion del in6culolas cepas fueron
cultivadas en agar Sabouraud e incubadas a 37 °C
durante 48 h. De cada cultivo se tomaron 5 colonias
de aproximadamente 1 mm de diametro y se

Determinacién del punto final o CMLa
determinacion del punto final se realiz6 mediante
la lectura visual y la lectura automatizada. Para la
lectura visual la CMI se definié6 como la menor
concentracion de antifingico frente a la cual las
levaduras no exhibian un crecimiento visible, se
considerd como criterio de crecimiento un solo boton
sedimentado o la presencia de una turbidez en el
fondo del pocillo, teniendo en cuenta las
caracteristicas del crecimiento en el pocillo control
de la columna 12. Antes de realizar la lectura
automatizada las placas fueron agitadas y la CMI
se defini6 como la menor concentracion del
antifungico capaz de inhibir 80 % del crecimiento
en comparacion con el control positivo. La lectura
se realizé mediante el fotocolorimetro (Titertek,
Multiscarf) a 405 nn?:” Para la determinacién del
80 % de inhibicion del crecimiento se empled la
formula siguienté:

A<A +[02x(A-A)

Donde:

resuspendieron en tubos con 5 mL de agua destilada A: Absorbancia.

estéril, hasta alcanzar una turbidez equivalente a la
deltubo 0,5 de la escala de McFarlané¢g&ulas/mL,

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

en camara de Neubauer). De esta suspension se A,: Absorbancia del control de crecimiento.

tomaron 50 L y se pasaron a un tubo con 5 mL de
RPMI 1640 pH 7, amortiguado con &cido morfolino
propanosulféonico (MOPS), y se obtuvo una
densidad de 1 x t@élulas/mL.

Diluciones del antifingicoPartiendo de una
solucion de 5-FC cuya concentracion era de 10 mg/mL
se prepar6 una solucion de 1 280 pg/mL; esta fue
utilizada para realizar diluciones dobles seriadas en
placas de microtitulacion de 96 pocillos desde la
columna 2 hasta la 11 y finalmente quedé el antiftin-
gico en concentraciones de 64 hasta 0,125 pg/mL
(20 pL/pacillo).

Inoculacién de las placasSe distribuyeron
180 pL de la suspensién celular a partir de la
columna 2 hasta la 12, por duplicado para cada
cepa. Enlos pocillos de la columna 1 se afiadieron
180 pL de medio sin indculo. La columna 12, al no
tener antifungico, sirvi6 como control de
crecimiento. Las placas fueron incubadas en cAmara
hameda y oscuridad a 35 °C durante 48 h.

SiA =0, entonces A 0,2 x A

Cuando se observé en la columna 2 un
crecimiento igual al de la columna 12 se consideré
que el valor de CMI para esa cepa era 128 pug/mL.

Interpretacion de los resultadoSe asumieron
los criterios de resistencia y sensibilidad aprobados
por el NCCLS en 1997 par@andidaen medio
RPMI 1640, segun los cuales una cepa se considera
sensiblecuando el valor de CMI es menor o igual
a 4 pg/mL, desensibilidad intermediauando el
valor esta entre 8 y 16 ug/mlrgsistentecuando
es superior o igual a 32 mg/niL.

Andlisis estadistico de los resultadd®ara
cada una de las lecturas realizadas (visual y
automatizada), se determinaron las medias
geométricas de los valores de CMI obtenidos y se
compararon segun la prueba t de Student para
muestras independientes; también se determinaron
el rango, los porcentajes acumulativos, las
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concentraciones de la droga capaces de inhibir 50 visual la media geométrica fue de 0,95 pg/mL y

y 90 % de las cepas (CMly CMl,, para la lectura automatizada fue de 0,75 pg/mL. Al
respectivamente) y el coeficiente de correlacion comparar las 2 medias geométricas obtenidas, se
lineal de Pearson. comprob6 que no existian diferencias significativas

entre ellas (p > 0,05). El coeficiente de correlacion
lineal de Pearson (r) entre las 2 lecturas fue 0,81.
RESULTADOS
TABLA. Numero y porcentaje de cepas @andida albicans
En la tabla se presentan los resultados de las 2  inhibidas frente a las distintas concentraciones de 5-FC
lecturas de CMI realizadas y se muestran la cantidad
de cepas inhibidas para cada una de las
concentraciones de 5-FC utilizadas, asi como los

Lectura visual Lectura automatizada
Concentracion (ug/mL)  No.decepas %  No.decepas %

porcentajes que representan. 8;;5 3 ﬁ 1? fj’
En Ia_ figura se muestran los _porcentajes 05 1n » 5 10
acumulativos calculados para cada tipo de lectura; 1 7 14 10 20
los valores de CMI que inhiben 50 y 90 % de las : SO : "
cepas fueron 0,5 y 4 ug/mL respectivamente, tanto 8 0 0 1 2
para la lectura visual como para la automatizada. ég i g 8 8
El rango de valores de CMI obtenido para las o 0 0 5 4
2 lecturas fue de 0,125-128 pg/mL. Para la lectura 128 3 6 1 2
1 (ki
H—
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[OLectura visuall Lectura automatizada

Fig. Porcentajes acumulativos calculados para cada una de las concentraciones de 5-FC utilizad@sfirdidee @lbicans
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Teniendo en cuenta los criterios de sensibilidad
y resistencia del NCCLS¢on la lectura visual se
encontraron 45 cepas sensibles (90 %), una cepa
con sensibilidad intermedia (2 %) y 4 cepas
resistentes (8 %); mientras que con la lectura
fotocolorimétrica fueron detectadas 46 cepas
sensibles (92 %), una cepa con sensibilidad
intermedia (2 %) y 3 cepas resistentes (6 %).

De las 4 cepas resistentes mediante la lectura
visual, 2 lo fueron también en la fotocolorimétrica;
sin embargo, en las otras 2 cepas, las lecturas
discreparon de manera apreciable (visual: 128 pug/mL;
automatizada: 4 pg/mL). Mediante la lectura fotoco-
lorimétrica, una tercera cepa resistente (64 pg/mL)
se comporté como sensibilidad intermedia en la
visual (16 pg/mL). Otra cepa clasificada como
sensible mediante la lectura visual (4 ug/mL), se
comporté como de sensibilidad intermedia en la
lectura automatizada (8 pg/mL).

DISCUSION

Una de las drogas de eleccion para el
tratamiento de las candidiasis sistémicas ha sido la
5-FC, pues aunque su espectro de accion es
estrecho, su toxicidad para el hombre es
relativamente baja. La aparicion de cepas resistentes
y la utilizacion de los azoles hizo que comenzara
un periodo de declinacion en el uso de esta droga.
Ya en la década actual, después de evaluaciones
multicéntricas y de ensayos clinicos mejor
disefiados, se ha reconsiderado la utilidad de la 5-FC
en terapias combinadas con polienos y aZdfes.

El medio RPMI 1640 permite un adecuado
crecimiento de las levaduras; para la mayoria de
las cepas, el crecimiento se presenté como una
turbidez en el fondo del pocillo y solo en muy pocos
casos se pudo observar un boton bien definido.
Este crecimiento se hacia visible a las 48 h de
incubacionEspinel-Ingroffy otros, han reportado
un crecimiento visible a las 24 h de incubacién y
por lo tanto, consideran que es posible realizar la
determinacion del punto final en ese moméhto.
Sin embargo, en este trabajo se pudo confirmar lo
planteado por el NCCLS con respecto al tiempo de
incubacioén (48 h) para las especie€dadida.

El rango de valores de CMI obtenido de
0,125428 pg/mL es igual al obtenido fRarchiesi

y otros, mientras qu®©ddsy otros reportan un
rango de 0,05-100 pg/nlt?

En un estudio realizado con el medio YNB
(yeast nitrogen bage Calhouny Galgiani*®
obtuvieron una media geométrica de 0,033 pg/mL
y con el medio SAAMF qgynthetic aminoacid
fungal mediumde 2,6 ug/mL3 En el presente
trabajo los valores de media geométrica obtenidos
fueron de 0,95y 0,75 pg/mL para las lecturas visual
y automatizada respectivamente, los cuales al ser
comparados segun la prueba t de Student (p > 0,05),
no mostraron diferencias estadisticamente
significativas.

Rodriguez-Tudelay Martinez-Suarez,
realizando la lectura visual y automatizada
encontraron que entre estas existia una buena
correlaciért? Roderoy otros reportaron entre estos
2 tipos de lecturas un coeficiente de 0,97, lo que
indica muy buena correlaciéreEn el presente
trabajo se obtuvo un valor de r de 0,81, esto permite
sugerir que aunque es confiable la lectura visual,
en casos dudosos es necesario realizar la lectura
automatizada.

Barchiesly otros reportaron un valor de CMI
de 0,25 mg/mL y de CN|de 8 pg/mL? mientras
gue en el presente estudio las concentraciones de
5-FC capaces de inhibir a 50 y 90 % de las cepas
fueron 0,5 y 4 pg/mL respectivamente, 0 sea, en
cada caso, solo difieren en una dilucion. Para inhibir
100 % de las cepas, fueron necesarias concentra-
ciones superiores a 64 pg/mL.

En este trabajo se encontraron discrepancias
marcadas solo entre 2 cepas: segun la lectura visual
se clasificaron como resistentes (128 pg/mL), pero
resultaron ser sensibles (4 ug/mL) al ser leidas en
el fotocolorimetro. En ambos casos la lectura visual
resulté muy dificil, pues se aprecié un botén no
bien delimitado rodeado de una turbidez que hizo
clasificarlas como resistentes. Evidentemente el
factor subjetivo de apreciacion influyé mucho,
pues en ambos casos la lectura automatizada fue
de 4 pg/mL.

Hasta hace pocos afios no existia unanimidad
en cuanto a los criterios de sensibilidad y resistencia
en los estudios con agentes antifingicos, aunque la
mayoria de los autores consultados coinciden en
gue una cepa con Cwt 25 pg/mL debe
considerarse resistente a la 5-P€En el presente
estudio, asumiendo los criterios del NCCLS (M27-A),



se encontrd, para las lecturas visual y automatizada,
90 y 92 % de cepas sensibles respectivamente;
similares resultados obtuvierbei-Casy otros en
unestudiorealizado con el med&hadomydonde
94,4 % de las cepas fueron sensitfi€skellarides
obtuvo 4 % de cepas resistentes en un trabajo
realizado con el medionyco-platemediante la
técnica de difusion en agar; aunque en este estudio
se emplearon otro medio de cultivo y otra técnica
de evaluaciom vitro, los resultados son similares
a los de este autor, pues se obtuvo 8 y 6 % de
cepas resistentes para la lectura visual y
automatizada, respectivametfte.

Entre las causas de resistencia a la 5-FC en
C. albicans se encuentra en primer lugar la
deficiencia en la enzima uridina monofosfato
pirofosforilasa, que interviene en la sintesis de
5-flGor uridina monofosfato y de las fosforilaciones
sucesivas hasta obtener 5-fldor uridina trifosfato y
en la sintesis de 5 desoxiuridina monofosfagin
embargo, no se descartan las otras teorias
propuestas como son la activacion de ciertos
mecanismos que permitirian la reparacion del ARN
alterado y la activacion de la sintesis de pirimidinas
que competirian con la propia 5-FC.

En un trabajo previo realizado en Cuba por
Halleyy otros con la utilizacion del sistema AHBIN-
gus (bioMérieux), se encontré 39,1 % de cepas
resistentes, 8,7 % de cepas con sensibilidad
intermedia y 52,2 % de cepas sensibtésinque
estos resultados difieren de los obtenidos en el
presente trabajo, confirman la existencia del
fenémeno de resistencia en nuestro medio por lo

gue se hacen necesarios estudios mas amplios y

profundos.

La determinacion de la CMI de 5-FC esta
indicada fundamentalmente para aquellos casos de
candidiasis sistémica con sospechas de fallo
terapéutico, por lo que esta técnica constituye una
herramienta de gran valor al nivel de Laboratorios
de Referencia o en aquellos hospitales que atiendan

a grupos de pacientes con factores predisponentes

para esta micosis.

SUMMARY

5-fluorocytosine has been one of the most used antimycotics in
the therapeutics of mycosis, however the appareance of resistant
strains may be an important limitant for its use. That's why it
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is necessary to know the sensitivity to this drug. To this end, it
was determined the minimum inhibitory concentration (MIC)
of 5-fluorocytosine against 50 clinical isolates G&ndida
albicans by a micromethod of dilution in RPMI 1640 media ,
comparing 2 reading methods. The values of the geometrical
mean obtained were 0.95 mg/mL for the visual reading and 0.75
mg/mL for the automated reading. There were no significant
differences between them (p<0.05). Pearson’s lineal correlation
coefficent was r=0.81. It indicates that although there was a good
correlation, there was also discrepancy between both readings.
The IMC,, was of 0,5 pg/mL and the IMCof 4 mg/mL. 90 and
92% of sensitive strains , between 6 and 8% of resistant strains
and 2% of strains with intermediate sensitivity were found
depending on the reading method used. These values show a low
resistance against this drug, which may have a direct repercussion
on the therapeutic behaviour to be followed in candidiasis.

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