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RESUMEN

Se determin6 la concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante un micrométodo de dilucion en caldo RPMI-1640, con el
objetivo de conocer la sensibilidad a la anfotericina B, € itraconazol, €l ketoconazol y el fluconazol de 29 cepas de Histoplasma
capsulatum var. capsulatum aisladas en Cuba. La histoplasmosis es una de las principales micosis sistémicas a nivel mundial,
cuya incidencia se ha incrementado en los Ultimos afios, asociada principalmente a la infeccion por el VIH y a la aparicion de
nuevos brotes epidémicos en diferentes regiones. Los resultados obtenidos permitieron concluir que frente al fluconazol se
encontraron valores altos de CMI, con una media geométrica de 55,5 pg/mL. Para la anfotericina B, el ketoconazol y el
itraconazol todas las cepas fueron inhibidas a concentraciones bajas, con medias geométricas de 0,26, 0,17 y 0,125 pg/mL,
respectivamente. El desarrollo por primera vez en Cuba de un método para la determinacién de CMI de las principales drogas
antifungicas frente a H. capsulatum var. capsulatum, permitira establecer los patrones de sensibilidad y detectar la aparicion de
resistencia, lo que contribuird a un mejor conocimiento de esta importante micosis.

DeCS: HISTOPLASMOSIS/ QUIMIOTERAPIA; TEST DE SENSIBILIDAD MICROBIANA/ métodos; AGENTES

ANTIFUNGICOS; HISTOPLASMA.

La histoplasmosis, infeccién causada por €l
hongo Histoplasma capsulatum var. capsulatum,
se ha convertido en una de las micosis méas
estudiadas al nivel mundial y su incidencia ha
aumentado en los ultimos afios, asociada
fundamentalmente a la extensién de la pandemia
de SIDA. En Cuba, suimportanciasocia estddada,
no solo por su relacion con determinados grupos
ocupacionales, sino también por su frecuente
presentacién en forma de brotes epidémicos.t

Antes de la aparicion de los azoles, la Unica
droga disponible para el tratamiento de la
histoplasmosis era la anfotericina B, con sus
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conocidos efectos adversos. Sin embargo, en la
actualidad, el arsenal terapéutico incluye, ademas
de la anfotericina B (en su forma convencional y
en sus nuevas presentaciones lipidicas), al
ketoconazoal, € itraconazol y el fluconazol .2

Con ladisponibilidad de estas nuevas drogas
antifingicas y la aparicion de cepas resistentes,
las pruebas de sensibilidad in vitro se han
convertido en unanecesidad y han sido objeto de
un creciente interés con vistas a lograr su
estandarizacion y la adecuada correspondencia
entre los resultados de laboratorio y la evolucion
clinica de los pacientes sometidos a tratamiento



antimicdético.® Con el objetivo de conocer la
sensibilidad in vitro de 29 cepas de H. capsulatum
var. capsulatum aidadas en Cuba, se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de
anfotericinaB, itraconazal, ketoconazol y fluconazoal,
mediante un micromeétodo dedilucionen cado.

METODOS

Cepas estudiadas. 15 aidamientos clinicos y
14 ambientales de H. capsulatum var. capsulatum
pertenecientes a la coleccidon de cultivos del
L aboratorio de Micologiadel Ingtituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” (1PK).

Cepas de referencia: Candida parapsilosis
ATCC 22019 (recomendada en el documento
M27-A del Comité Nacional de Estandares de
Laboratorio Clinico de los EE.UU.%) vy
Paecilomyces variotii ATCC 22319, como
controles de calidad.

Agentes antifingicos: las drogas utilizadas
fueron la anfotericina B (Fungizone, Squibb), el
itraconazol (Sporanox, Janssen), el ketoconazol
(Nizoral, Janssen) y d fluconazol (Diflucan, Pfizer).

Solventes: seutilizo e dimetilsulféxido (DM SO)
a 100 % para el ketoconazol, €l itraconazol y la
anfotericinaB; parael fluconazol se utiliz6 como
solvente el agua destilada estéril .

Mediosdecultivo: losmediosempleadosfueron
€l agar papadextrosa(APD, Oxoid) parael cultivo
de la fase filamentosa y € RPMI-1640 (Sigma)
(en solucion amortiguadorade acido morfolinopro-
panosulfonico, MOPS, Sigma, 0,165 M, pH 7,0)
paralas pruebasde sensibilidad in vitro. Seutilizé
ademas, el agar Sabouraud glucosado (ASG) para
la determinacion de las unidades formadoras de
colonias (UFC).

Soporte: paraladeterminacion de las CMI se
emplearon placas estériles de poliestireno para
microtitulacion, de 96 pocilloscon fondoen U.

Determinacion de la concentraciéon minima
inhibitoria

Preparacion del inéculo: se prepararon
suspensiones en solucion salinafisiol 6gica estéril
de cada una de las cepas de H. capsulatum var.
capsulatumy de P. variotii a partir de cultivos de
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7-10d deincubacion a28 °Cen APD y ladensidad
opticafue gjustadaa0,2 (530 nm); de cadaunade
€ellas se tomaron 100 L y se adicionaron a5 mL
de medio RPMI-1640. Para la determinacion de
las UFC se tomaron otros 100 yL de cada
suspension y se sembraron en placas de ASG.®

La suspension de la cepa control de
C. parapsilosisse prepar6 a partir de un cultivo
de 24 hen ASG incubado a30 °Cy se gjusto su
turbidez en correspondencia con el tubo 0,5 de
la escala de McFarland. Se tomaron 50 uL de
esta suspensién y se adicionaron a5 mL de
RPM1-1640, obteni éndose una concentracion de
9,0 x 10® UFC/mL, lo cual fue comprobado
mediante el conteo de colonias en ASG.*

Diluciones del antifungico: se prepararon
soluciones“madre” deanfotericinaB, ketoconazol
e itraconazol en DM SO y de fluconazol en agua
destilada estéril, cada una con concentracion de
2mg/mL y apartir de estas se prepar6 unasegunda
solucién de 1 280 pg/mL con aguadestilada estéril.
Despuésderepartir 20 L de aguadestilada estéril
en cadapocillo, setomaron 20 L de estasolucion
y apartir delacolumna 2 serealizaron diluciones
dobles hastalacolumna 11.

Inoculacion: de las suspensiones deindeul os,
se distribuyeron 180 uL por pocillo desde la
columnal2 hastala?2, realizandose por duplicado
para cada cepa. Las concentraciones finales del
antifungico despuésde afiadido € indculo estuvieron
entre64 pg/mL (columna2) y 0,125 pg/mL (colum-
na 11). En la columna 1 se distribuyeron 180 pL
del medio de cultivo sin inocular, quedando como
control negativo de crecimiento. Enlacolumnal2
no se adiciond antifungi co quedando como control
positivo dereproducibilidadinterna. El volumentotd
de cada pocillo fue de 200 L .®

Determinacion del punto final: las placas se
incubaron en camara hiumeda hasta 7 d a 30 °C.
Las lecturas se realizaron cuando se detecto
crecimiento visibleenlos pocillos correspondientes
al control sindrogas (columna12). Paralasdrogas
azolicas, la CMI se consider6 como la menor
concentracién de antifingico que mostré una
marcada inhibicion del crecimiento (3 50 %) en
comparacion con el control sin droga, mientrasque
parala anfotericina B la CMI se definié como la
menor concentracion que fue capaz de producir
100 % deinhibicion del crecimiento.®
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Andlisis estadistico: se calcularon las medias
geométricas de los valores de CMI de las cepas
frenteacadaunadelasdrogas, asi comolosrangos,
los porcentgjes acumulativosy lasCMI, y CMI
(Ias menores concentraciones que inhiben a50 y
90 % de las cepas, respectivamente). Cuando la
lecturade CMI fue superior a 64 pg/mL, setomé
el valor de 128 ug/mL parael clculo delamedia
geométrica.

RESULTADOS

Las concentraciones de los inéculos
obtenidos a partir de la fase filamentosa de
las cepas en estudio oscilaron entre 3,1 x 104
y 6,6 x 10* UFC/mL.

Los resultados de los valores de CM|I, para
las cepas de origen ambiental asi como los
rangosy las medias geométricas para cada una
de las drogas se muestran en la tabla 1. Los
valores de CMI de anfotericinaB y ketoconazol
estuvieron en un rango de 0,125-0,5 pg/mL,
mientras que el fluconazol presentd un rango de
valores de CMI de 32 a >64 pg/mL; todas las
cepas fueron inhibidas con 0,125 pg/mL de
itraconazol. Paralas cepas de origen clinico, los
valores obtenidos fueron muy similaresalos de
las cepas ambientales (tabla 2): €l rango de CMI
de anfotericina B fue de 0,125-1,0 pug/mL,

mientras que el de ketoconazol fue de 0,125-
-0,25 pg/mL. El fluconazol mostro6 igualmente
los valores més altos de CMI, con un rango de
16 a>64 pg/mL; lamenor concentracién utilizada
de itraconazol fue suficiente para inhibir el
crecimiento de todas las cepas estudiadas. No
se encontraron diferencias entre las medias
geométricas delosvaloresde CMI entre las cepas
deorigenclinicoy lasde origen ambiental.

En latabla 3 se muestra el nimero total de
cepas inhibidasy sus porcentajes acumul ativos
frente a cada una de las concentraciones de las
drogas utilizadas, asi como losvaloresde CMI,,
y CMl,,.

Para la anfotericina B se encontré que con
0,25 pg/mL se podiainhibir mas de 50 % de las
cepas (CMI, ), mientras que lasiguientedilucion
(0,5 pg/mL) fue capaz de eliminar a 93 %
(CMI,,) (tabla 3).

Los resultados obtenidos en el presente
estudio mostraron una marcada inhibicion de
H. capsulatum var. capsulatum frente al ke-
toconazol, con un rango de CMI entre 0,125-
-0,5 pg/mL y unamediageométricade 0,17 pg/mL
(tabla 3). Fueron inhibidas 20 cepas por la
menor concentracion de la droga, lo cual
representa un valor de CMI_, de 0,125 pg/mL,
mientras que 93 % mostré inhibicién con la
dilucién siguiente, correspondiéndose con una
CMI,, de 0,25 pg/mL.

TABLA 1. Valores de concentracion minima inhibitoria (ug/mL) de anfotericina B,
itraconazol, ketoconazol y fluconazol en las cepas de H. capsulatum var. capsulatum

de origen ambiental

Cepas Anfotericina B Itraconazol Ketoconazol Fluconazol
001 0,25 0,125 0,125 > 64
002 0,5 0,125 0,125 32
003 0,25 0,125 0,125 32
006 0,25 0,125 0,125 64
011 0,5 0,125 0,125 64
0262 0,125 0,125 0,5 64
0263 0,5 0,125 0,125 64
0264 0,125 0,125 0,25 32
0265 0,125 0,125 0,5 > 64
0266 0,25 0,125 0,25 32
0268 0,25 0,125 0,125 32
0269 0,25 0,125 0,25 64
0270 0,125 0,125 0,125 64
0271 0,25 0,125 0,125 64
Rango 0,125-0,5 0,125 0,125 - 0,5 32 - >64
Media

geométrica 0,24 0,125 0,18 55,2
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TABLA 2. Vaores de concentracion minima inhibitoria (ug/mL) de anfotericina B,
itraconazol, ketoconazol y fluconazol en las cepas de H. capsulatum var. capsulatum

de origen clinico

Cepas Anfotericina B Itraconazol Ketoconazol  Fluconazol
004 0,5 0,125 0,125 > 64
007 0,5 0,125 0,125 32

013 1,0 0,125 0,125 64

051 1,0 0,125 0,125 32

071 0,5 0,125 0,25 > 64
074 0,125 0,125 0,25 32

079 0,125 0,125 0,25 > 64
080 0,125 0,125 0,25 > 64
081 0,5 0,125 0,125 64
0140 0,25 0,125 0,125 64
0173 0,125 0,125 0,125 16
0174 0,125 0,125 0,125 32
0261 0,5 0,125 0,125 16
0267 0,125 0,125 0,125 64
0272 0,125 0,125 0,125 > 64
Rango 0,125 - 1,0 0,125 0,125 - 0,25 16 - >64
Media

geométrica 0,27 0,125 0,15 55,7

TABLA 3. Nimero de cepas de H. capsulatum var. capsulatum inhibidas y sus porcentajes acumulativos frente a las concentraciones de las

drogas utilizadas, (n=29)

Concentracién (pg/mL) Anfotericina B Itraconazol Ketoconazol Fluconazol
n(%) PA n (%) PA n (%) PA n (%) PA

0,125 11 (38) 38 29 (100) 100 20 (69) 69 - -

0,25 8 (26) 66 - - 7 (24) 93 - -

05 8 (26) 93 - - 2(7) 100 - -

1 2(7) 100 - - - - - -

2 - - - - - - - -

4 - - - - - - - -

8 - - - - - - - -
16 - - - - - - 2(7) 7
32 - - - - - - 9 (31 38
64 - - - - - - 11 (38) 76
> 64 - - - - - - 7 (24) 100
MG 0,26 0,125 0,17 55,5
Rango 0,125 - 1,0 0,125 0,125 - 0,5 16 - >64
CMI 0,25 0,125 0,125 64
CMI,, 0,5 0,125 0,25 > 64

n: nimero de cepas, PA: porcentajes acumulativos, MG: media geométrica.
Parael fluconazol, se obtuvo unrango de CMI DISCUSION

entre 16 a >64 pg/mL, con media geométrica de
55,5 pg/mL (tabla 3). La CMI, se alcanzd
con 64 pg/mL, mientras que la CMI, fue de
>64 pg/mL.

Las cepas de C. parapsilosis y P. variottii
utilizadas como control de calidad mostraron valores
de CMI que se correspondieron con los de
referencia,**lo quesirvié paravalidar laactividad
delosantiflngicos empleados.

L aestandarizacion del indculo constituye el
primer paso critico en las pruebas de sensibilidad
in vitro con agentes antifungicos.” En el
presente trabajo se emplearon concentraciones
semejantes a las utilizadas por Espinel-Ingroff
(0,9-4,7 x 10* UFC/mL) en un estudio similar donde
comparalaactividad in vitro del voriconazol con
la anfotericina B y € itraconazol. En particular,
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cuando se trata de hongos filamentosos este paso
se hace mucho més dificil, porque la suspension
celular generalmente estaformadapor fragmentos
de hifas de diferentes tamafios y por los distintos
tiposde conidios.®

Lasdrogas utilizadastienen su principal sitiode
accion sobre € ergosterol de la membrana fungica,
€l cual presentapocasvariacionesen latransicionde
micelio a levadura, proceso en € cud |os cambios
fundamentalesseregistranenlacomposiciondea y
b-glucanos d nivel delapared celular®t

Al nivel mundial se han reportado pocos
trabajos relacionados con la sensibilidad in vitro
de los hongos filamentosos o dimoérficos,
fundamental mente por lafalta de estandarizacion
en los métodos empleados.®® Para H. capsulatum
var. capsulatum, por su naturaleza dimorfica, e
problema de la estandarizacién del inéculo es
mayor, porgue los valores de CMI pudieran ser
distintos para la fase filamentosa y la
levaduriforme. En este caso, algunos autores
recomiendan preparar la suspension de células a
partir de la fase levaduriforme, lo cual propor-
cionariaun inéculo més homogéneo. Sin embargo,
las levaduras de H. capsulatum var. capsulatum
son mucho mésdificilesde cultivar en €l 1aboratorio
gue las formas filamentosas y requieren no solo
unatemperaturade 37 °C sino también medios de
cultivo enriquecidosy compleg os, los cualesno son
recomendados para los estudios de drogosen-
sibilidad in vitro.12

De las drogas mencionadas, la anfotericina B
es la més efectiva in vivo y continta siendo €l
antimicético de eleccién parael tratamiento delas
micosissistémicas, asociadasono con el VIH. 134
Los resultados in vitro también confirman su alta
eficacia, en particular frente aH. capsulatum var.
capsulatum. En este caso, para € total de cepas,
se obtuvo un rango de CMI y una media
geométrica de 0,125-1,0 pg/mL y 0,26 pg/mL,
respectivamente; lo cual se corresponde con los
resultados obtenidos por Espinel-Ingroff en un
estudio similar, donde encontré un rango de 0,25-
-0,5 pg/mL y unamediageométricade 0,42 pg/mL,
partiendo delafasefilamentosa.® Valores similares
(0,05-1,0 pg/mL.) fueron encontrados por Shadomy
y Pfaller en 1991;% Connolly y otros por su parte,
obtuvieron valoresméas bajos, con unamediay una
CMI,, de 0,019 pg/mL.%*®

Polak y Dixon'” y Kobayashi y otros®® al
estudiar la sensibilidad de diferentes cepas de
H. capsulatum var. capsulatum en fase leva-
duriforme frente a la anfotericina B, encontraron
rangos de CMI de 0,07-0,15 pg/mL y de 0,3-1,04
pg/mL respectivamente, los cuales se pueden
considerar bastante cercanos alos obtenidos en el
presente trabajo.

Los resultados obtenidos frente al
itraconazol se corresponden con losinformados
por Espinel-Ingroff quien obtuvo un valor de
CMI y media geométrica de 0,06 pg/mL,°> que
representa solo unadilucion inferior con respecto
al obtenido en este trabajo. Otros autores han
encontrado valores homogéneosde CM1 y media
geométrica de 0,019 pg/mL, los cuales son
ligeramente inferiores en comparacién con los
encontrados en este estudio para la fase
filamentosa.'® Todo esto sugiere el empleo, en
estudios futuros, de concentraciones mas bajas de
estadroga paradeterminar con mayor exactitud el
valor de CMI.

El itraconazol es mas activo frente a
H. capsulatum var. capsulatum que los otros
azoles, porque ademés del blanco principa deestos
(la enzima 14-a-demetilasa del lanosterol,
dependientedel citocromo P450) tiene accion inhi-
bitoria sobre otraenzimaque también participaen
la biosintesis del ergosterol, la 3-ketosterol
reductasa.'® Esta droga ofrece una alternativa
efectiva para el tratamiento de pacientes con
manifestaciones de histoplasmosis ligeras o
moderadamente severasy paralacomplementacion
delaterapiaen aguellos gue hayan evolucionado
después de un tratamiento corto con anfoteri-
cina B.1%2° Por su alta efectividad in vitro y los
resultados obtenidos en el tratamiento de la
histoplasmosis, algunos autores |o consideran el
farmaco de eleccién en pacientes con SIDA.2

Frenteal ketoconazol, losvaloresobtenidosen
€l presente trabajo coinciden con los de Shadomy
Yy Otros quienes obtuvieron una media geomeétrica
entre 0,07y 0,12 ug/mL, conunaCMl , de0,1-
-0,2 yg/mL al comparar lasensibilidad in vitro de
H. capsulatumvar. capsulatum (fase filamentosa)
en 3 medios de cultivo diferentes.?? Al comparar
estos resultados con los de Heel?® y los de Polak
y Dixon'” a partir de la fase levaduriforme, se
observa que el rango encontrado por Heel estuvo



entre 0,1-0,5 pg/mL, mientras que los segundos
obtuvieron un rango entre 0,03-0,07 pg/mL. En
ambos casos |os resultados demuestran una alta
efectividad in vitro del ketoconazol, esto se
corresponde en gran medida con |o obtenido aqui,
aungue con valores ligeramente superiores.

El ketoconazol fue el primer antifdngico
imidazolico disponible por viaoral, y rapidamente
se convirtié en unaaternativaparael tratamiento
de la histoplasmosis en pacientes inmu-
nocompetentes. Sin embargo, hoy diase considera
gue no debe ser utilizado en la enfermedad
diseminada progresiva o en pacientes infectados
por &l VIH con histoplasmosisdiseminada, porque
la respuesta al tratamiento es mas lentay no es
tan efectivo como la anfotericina B o el
itraconazol 1420

Laelevadadisponibilidad ora y losreducidos
efectos adversos del fluconazol, entre otros, son
factores que han contribuido asu ampliautilizacion
en el tratamiento de numerosas infecciones
fungicas.® En €l caso de la histoplasmosis, un
tratamiento con dos s elevadas de fluconazol induce
la remision en la mayoria de los pacientes, sin
embargo, muchos presentan episodios de
recurrencia frente a la terapia sostenida con esta
droga.?* En este sentido existen ciertas
contradicciones, porque algunos autores como
George y Penn'* afirman categéricamente que €l
fluconazol no debe usarse en el tratamiento de la
histoplasmosis. Sinembargo, Bradsher planteaque
este farmaco pudiera ser adecuado en pacientes
gue no toleren el itraconazol y en infecciones del
sistema nervioso central por H. capsulatum var.
capsulatum.? En la actualidad se reconoce a este
antimicotico como unadelas4 drogasdisponibles
para el tratamiento de la histoplasmosis.? 2

Larazdn delapobre respuesta del fluconazol
frente a la histoplasmosis parece ser su reducida
actividad antifungica in vitro.?* En trabajos
realizados por Polak y Dixon frente a la fase
levaduriforme, losvalores de CMI se encontraron
en un rango de 0,25-5,0 pg/mL, con una media
geométrica de 3,3 pg/mL,Y mientras que
Kobayashi y otros obtienen valores mucho mas
elevados, que oscilan entre 16 a >64 ug/mL y
2,95-1 000 pg/mL.*® Wheat y otros reportaron la
emergenciaderesistenciaal fluconazol como causa
del faloterapéutico en pacientesinmunodeprimidos,
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cuyas cepas de H. capsulatum mostraron val ores
de CMI 3 5 pg/mL.% Todos estos resultados
sugieren la necesidad de emplear elevadas
concentraciones de fluconazol in vitro paralograr
lainhibicion de H. capsulatum var. capsulatum,
lo cua coincide con lo obtenido en e presente
trabajo, dondelosvaloresde CMI_ y CMI fueron
de 64y >64 ug/mL, respectivamente (tabla3). Sin
embargo, también se puede observar que, en los
diferentes estudios realizados, existe una gran
variabilidad entre cepas frente aeste farmaco, por
lo que seria conveniente continuar profundizando
en la evaluacion de los factores que influyen en
este comportamiento.

Teniendo en cuenta la comparacién de los
resultados obtenidos para las 4 drogas a partir de
la fase filamentosa de H. capsulatum var.
capsulatum, con los encontrados por otros autores
gue parten delafaselevaduriforme, esimportante
sefialar que estos Ultimos no difieren en gran
medida de los aqui hallados. Este es un aspecto
interesante y que debe tenerse en cuenta en los
futuros trabajos relacionados con las pruebas de
sensibilidad in vitro con hongos dimorficos.

El presente trabajo ha permitido determinar,
por primeravez en Cuba, lasensibilidad de cepas
autoctonas de H. capsulatum var. capsulatum
frente alos 4 agentes antifungicos mas utilizados
en laterapéutica actual dela histoplasmosis.

SUMMARY

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined
by a micromethod of dilution in RPMI1-1640 broth in order to
know the sensitivity to amphotericin B, itraconazole,
ketoconazole and fluconazole of 29 strains of Histoplasma
capsulatum var capsulatum isolated in Cuba. Histoplasmosis is
one of the main systemic mycosis at the world level and its
incidence has increased during the last years, associated mainly
with HIV infection and to the appareance of new epidemic
outbreaks in different regions. The results obtained allowed to
conclude that high values of IMC against fluconazole were found
with a geometric mean of 55.5 ug/mL. For amphotericin B,
ketoconazole and itraconazole, all the strains were inhibited at
low concentrations with geometric means of 0.26, 0.17 and
0.125 ug/mL, respectively. The development for the first time
in Cuba of a method to determine the IMC of the main antifungal
drugs against H. capsulatum var capsulatum will make possible
to establish the sensitivity patterns and to detect the appearance
of resistance, which will contribute to know this important
mycosis better.

Subject headings: HISTOPLASMOSIS/ drug therapy;
MICROBIAL SENSITIVITY TEST/ methods; ANTI FUNGAL
AGENTS; HISTOPLASMA.
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