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RESUMEN

Las pruebas de sensibilidad in vitro a los agentes antifingicos se han convertido en una necesidad actual de los laboratorios de
micologia médica. Se determind la concentracion minima inhibitoria de 210 cepas de levaduras del género Candida aisladas de
pacientes VIH/SIDA que presentaban lesiones orales, con el objetivo de conocer la sensibilidad a fluconazol y anfotericina B. Fue
utilizado un micrométodo de dilucion segun el protocolo M27A2 del CLSI. C. albicans fue la especie predominante (62,4 %),
seguida, en orden de frecuencia, de C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei y C. tropicalis. Frente a la anfotericina B el valor de la
moda y la CMI fue de 0,125 pg/mL, lo que indica la efectividad in vitro de este firmaco. Solo una cepa (C. krusei) mostré una
concentraciéon minima inhibitoria superior a 1 pg/mL. De las cepas, 8,1 % resulto resistente al fluconazol y 8,1 % sensible
dependiente de la dosis. Las especies que se comportaron menos sensibles fueron C. krusei y C. glabrata. Los resultados obtenidos
sentaron las bases para estudios mas amplios en el medio cubano y sugirieron la necesidad de continuar la vigilancia del
comportamiento de los aislamientos clinicos de levaduras frente a los agentes antifungicos.
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Las pruebas de sensibilidad a los antifingicos
constituyen en la actualidad una de las principales
lineas de investigacion en muchos laboratorios de
referencia debido, entre otras causas, al incremento
del ntimero de micosis en el mundo entero, la
disponibilidad de nuevos agentes antifiingicos, la
aparicion de nuevas especies de hongos patogenos
emergentes y los cada vez mas frecuentes repor-
tes de resistencia asociados a fallos terapéuticos,
especialmente en pacientes inmunodeprimidos o
con determinadas enfermedades de base, en los
cuales las infecciones por Candida se encuentran
entre las mas frecuentes.'”
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Es bien conocido que la infeccion por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) provoca
una alteracion y disminucion de la inmunidad celu-
lar del paciente, con la consiguiente aparicion de
infecciones oportunistas, en muchos casos con una
elevada mortalidad. Las infecciones orales han
estado siempre entre las mas frecuentes en los
pacientes seropositivos y enfermos de SIDA; se
ha sefialado que hasta 90 % de ellos presentan
lesiones orales, y las candidiasis resultan las
infecciones mas frecuentes.*

En los ultimos afios se han logrado importan-
tes avances en la estandarizacion de las pruebas
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de susceptibilidad in vitro a los antifingicos, y ya
en la actualidad se cuenta con protocolos de refe-
rencia que permiten la comparacion y validacion
de los resultados y, en algunos casos, pueden con-
tribuir a la implementacion de la terapéutica ade-
cuada.’ Sin embargo, en Cuba, estos trabajos han
sido limitados™® y es muy poco lo que se conoce
sobre el perfil de susceptibilidad antifingica en
hongos patéogenos, en general, y en cepas de
Candida en particular, incluidas las aisladas de in-
dividuos seropositivos al VIH y enfermos de SIDA,
lo que resulta de gran importancia tanto terapéu-
tica como epidemiologica porque permitiria cono-
cer los patrones de sensibilidad a los farmacos
antifingicos y detectar la emergencia y circula-
cion de cepas resistentes en el pais.

Teniendo en consideracion estos aspectos, en
el Laboratorio de Micologia del Instituto de Me-
dicina Tropical Pedro Kouri (IPK), como centro
nacional de referencia, se evaluo la sensibilidad de
210 aislamientos de levaduras del género Candida,
mediante la determinacion de las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI), de 2 de los farmacos
mas utilizados en la terapéutica de las micosis:
fluconazol y anfotericina B.

METODOS

Microorganismos: se estudiaron 210 aisla-
mientos de levaduras procedentes de pacientes
VIH/SIDA que presentaban lesiones orales,
hospitalizados en el IPK: 131 Candida albicans,
27 C. glabrata, 12 C. parapsilosis, 12 C. krusei,
10 C. tropicalis, 8 C. lusitaniae, 6 C. kefyr, y
4 C. guilliermondii. Como controles de calidad
fueron utilizadas las cepas C. krusei ATCC 6258
y C. parapsilosis ATCC 22019.

Agentes antifungicos: la anfotericina B
(SIGMA) fue disuelta en dimetilsulfoxido (DMSO)
y el fluconazol (Pfizer) en agua destilada. En
ambos casos se prepararon soluciones “madres”
de 2 000 pg/mL y las diluciones de trabajo de
1 280 pg/mL, a partir de las cuales se hicieron
diluciones dobles seriadas en agua destilada hasta
obtener concentraciones finales desde 64 hasta
0,125 ug/mL.

Determinacion de las concentraciones mini-
mas inhibitorias (CMI): se realiz6 por el

micrométodo de dilucion en el medio liquido RPMI
1640, segin el protocolo M27A2 del entonces
National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, siglas en inglés, actualmente
Clinical and Laboratory Standard Institute,
CLSI).” Se adoptaron los valores de corte reco-
mendados en este documento: para el fluconazol,
los aislamientos con una CMI < 8 pg/mL se con-
sideraron sensibles (S); entre 16 y 32 ug/mL se
clasificaron sensibles dependientes de la dosis
(SDD) y aquellos que tuvieron una CMI 3 64 pg/mL,
como resistentes (R) a este farmaco.”® Para
la anfotericina B alin no se han establecido los
valores de corte.

La CMI de anfotericina B se definié como la
menor concentracion del antifingico que es capaz
de evitar todo crecimiento visible, comparado con
el control de crecimiento (sin antifungico), mien-
tras que la CMI de fluconazol fue definida como la
menor concentracion del farmaco que causa una
inhibicion de 50 % del crecimiento, en compara-
cion con el control sin antifiingico.”

Analisis estadistico: se determinaron los inter-
valos y las modas de los valores de CMI obteni-
dos. La CMLI, y la CMI, fueron definidas como
las menores concentraciones del antifingico que
inhiben a 50 y 90 % de las cepas, respectivamente,
y fueron calculados a partir de los porcentajes
acumulativos del nimero de cepas inhibidas a las
diferentes concentraciones empleadas de cada
antifungico.

RESULTADOS

En la tabla 1 se puede observar la respuesta
de cada especie frente a los 2 antifingicos
evaluados, mediante el intervalo de valores de CMI
y los valores de la moda, CMIL, y CMI, , expresa-
dos en pg/mL. La menor concentracién empleada
de anfotericina B (0,125 ug/mL) fue suficiente para
inhibir 50 % de todas las cepas, mientras que
la CMI,, fue de 0,25 pg/mL. Las especies con
un intervalo mas amplio fueron C. krusei (0,125-
-2 ug/mL) dado por un aislamiento con CMI igual
a2 pg/mL y C. albicans (0,125-1 ug/mL) con un
aislamiento de CMl igual a 1 pg/mL. El valor de la
moda para todas las especies fue de 0,125 pg/mL.
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TABLA 1. Valores de los intervalos, moda, CMI, y CMI (ig/mL) de anfotericina B y fluconazol frente a las especies estudiadas

Especies Anfotericina B Fluconazol
(n/%) Intervalo Moda CMI, * CMI, * Intervalo Moda CMI* CMI, *

C. glabrata (27/12,8) 0,125 -0,25 0,125 0,125 0,25 0,125 > 64 32 16 64
C. parapsilosis (12/5,7) 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125-4 1 1 2
C. krusei (12/5,7) 0,125 -2 0,125 0,125 0,5 8 > 64 64 64 64
C. tropicalis (10/4,7) 0,125 -0,25 0,125 0,125 0,25 0,125 - 1 0,5 0,5 0,5
C. lusitaniae (8/3,8) 0,125 - - - 0,125 - 0,5 - - -
C. kefyr (6/2,8) 0,125 - - - 0,125 - 1 - - -
C. guilliermondii (4/1,9) 0,125 - - - 0,125 - 16 - - -
Total "no-C. albicans™ (79/37,6) 0,125 -2 0,125 0,125 0,25 0,125 > 64 1 1 64
C. albicans (131/624) 0,125 - 1 0,125 0,125 0,5 0,125 > 64 0,25 0,25 2
Total 0,125 - 2 0,125 0,125 0,25 0,125 > 64 0,25 0,5 32

* Los valores de CMI, y CMI,, fueron calculados para las especies con 10 cepas aisladas o mas.

TABLA 2. Sensibilidad al fluconazol de las cepas de Candida estudiadas, segan CLSI M27-A2 (2002)

Sensibles dependientes

Sensibles de la dosis Resistentes
Especies (n) No. % No. % No. %
C. glabrata (27) 13 48,1 11 40,7 3 11
C. parapsilosis (12) 12 100 0 - 0 -
C. krusei (12)* 0 0 0 0 12 100
C. tropicalis (10) 10 100 0 - 0 -
C. lusitaniae (8) 8 100 0 - 0
C. kefyr (6) 6 100 0 - 0 -
C. guilliermondii (4) 2 50 2 50 0 -
Subtotal (79)"No-C. albicans” 51 64,5 13 16,4 15 18,9
C. albicans (131) 125 95,4 4 3 2 1,5
Total (210) 176 83,8 17 8,1 17 8,1

* C. krusei se considera resistente a fluconazol, independientemente del valor de CMI.

Frente al fluconazol, los valores mas altos de
las modas se encontraron en C. krusei y C. gla-
brata (64 y 32 ug/mL, respectivamente). Para el
conjunto de las cepas diferentes de C. albicans el
valor de la moda fue de 1 pg/mL, mientras que
para C. albicans fue de 0,25 pg/mL. El valor de la
CMI, para la totalidad de las especies fue de
0,5 pg/mL, en un intervalo de 0,125 = 64 pg/mL.
Los valores mas altos de CMI, también se
encontraron en C. krusei y C. glabrata (> 64 y
64 pg/mL, respectivamente). C. albicans, C. gla-
brata y C. krusei, que fueron las especies mas
representadas (131, 27 y 12 cepas, respectiva-
mente), tuvieron el intervalo mas amplio
(0,125 = 64 pg/mL), aunque el valor de CMI, de
C. albicans fue de 2 pg/mL, muy inferior al de las
otras 2 especies. Otra especie que mostro valores
altos de CMI de fluconazol fue C. guilliermondii
(0,125-16 pg/mL), aunque el nimero de cepas
estudiadas fue limitado.

Segun los criterios adoptados, se encon-
tr6 8,1 % de cepas resistentes a fluconazol

(CMI= 64 pg/mL) y 8,1 % de cepas sensibles
dependientes de la dosis (CMI entre 16 y
32 ug/mL), mientras que 176 cepas (83,8 %)
se comportaron como sensibles a la droga
(CMI = 8 pg/mL) (tabla 2). C. glabrata y C.
guilliermondii fueron las especies menos
sensibles (48,1 y 50 %, respectivamente). Solo
una de las cepas de C. krusei (8,3 %) mostrd una
CMI = 8 pg/mL, aunque para esta especie no son
validos los valores de corte mencionados porque
se considera una especie intrinsecamente resis-
tente a este farmaco. El 95,4 % de las cepas de
C. albicans fueron sensibles al fluconazol,
aunque se encontraron 4 cepas sensibles depen-
dientes de la dosis (3 %) y 2 cepas resistentes
(1,5 %). E1 100 % de las cepas de C. tropicalis,
C. lusitaniae y C. kefyr fueron sensibles. De
manera general, se encontré mayor resistencia en
las cepas identificadas como "no-C. albicans”
(16,4 % de SDD y 18,9 % de R) en comparacion
con las cepas de C. albicans (3 % de SSD y
1,5 % de R).
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Los valores de CMI de las cepas empleadas
como controles de calidad estuvieron dentro de los
limites obtenidos en los estudios previos de
estandarizacion.”

DISCUSION

La candidiasis esta considerada la infeccion
oral mas frecuente en los pacientes infectados por
el VIH y enfermos de SIDA, y su riesgo es mayor
en la medida en que disminuye el conteo de
linfocitos T CD4+ y aumenta la carga viral.” Se ha
afirmado que aproximadamente 75 % de los indi-
viduos sanos pueden ser portadores de Candida
como parte de su microbiota oral normal, sin
embargo, estas levaduras también estan entre los
principales patégenos oportunistas, asociados a
diferentes factores predisponentes, tanto de indole
local como sistémicos.'”

Entre todas las especies de Candida, C. al-
bicans es la de mayor patogenicidad y la mas fre-
cuentemente aislada en la cavidad oral. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha observado un
incremento de los aislamientos de otras especies
diferentes de C. albicans e incluso, se ha llegado
a plantear que, en algunas regiones geograficas no
siempre es C. albicans la especie predominan-
te.”!! No obstante, en la mayoria de los estudios
realizados en diferentes paises, sigue siendo C. al-
bicans la especie mas frecuente, en porcentajes
variables, a partir de los aislamientos obtenidos de
lesiones orales.**!*

En el presente estudio C. albicans represento
62,3 % de las cepas identificadas, cifra algo supe-
rior a la reportada por Blignaut y otros (59,9 %)
en Sudafrica;'' otros autores han encontrado por-
centajes superiores. Quindds y otros, en Espaia,
encontraron 74 % de C. albicans,'* mientras que
Kuriyama y otros, en Gran Bretafia, reportaron
84,3 %;! por otra parte, en un estudio realizado en
México por Prieto Santa Anna y otros, esta es-
pecie representd 92 % de los aislamientos obteni-
dos a partir de seropositivos al VIH y enfermos de
SIDA." Estas diferencias pudieran estar dadas
no solo por las diferentes condiciones clinicas y
socioeconomicas de las poblaciones estudiadas,
sino también por posibles influencias geograficas."

Algunos autores han relacionado el incremento
del nimero de especies diferentes de C. albicans
con el uso del fluconazol, dado sobre todo por la
emergencia de especies resistentes a este farmaco,
fundamentalmente C. glabrata y C. krusei.* En
el presente estudio, estas especies ocuparon
segundo y cuarto lugares respectivamente, en
orden de frecuencia, lo que representa 18,5 % del
total de las cepas estudiadas. Sin embargo, ya
desde el principio de la década de los afos 90 del
siglo pasado, Barchiesi y otros habian sefialado un
incremento de la frecuencia de aislamiento de las
especies "no-C. albicans™ de 3-4 % en 1988-1989
a16-18 % en 1990-1991;" por otra parte, también
Morace y otros habian encontrado 25 % de estas
especies; ambos estudios fueron realizados a par-
tir de aislamientos de pacientes infectados por el
VIH y enfermos de SIDA.'®

La anfotericina B, a mas de 50 afios de su uso
clinico, continua siendo la primera opcion para el
tratamiento de las micosis graves o diseminadas.
La resistencia in Vvitro a este antifungico es muy
reducida y no hay evidencias clinicas de fallos te-
rapéuticos asociados a ello.'*!'” Seglin el M27A2
del NCCLS, si una CMI de anfotericina B es su-
perior a 1 pg/mL, probablemente la cepa es resis-
tente;” en este estudio solo una cepa, de C. krusei,
cumplid esta condicion (2 pg/mL). Sin embargo,
en el mismo documento se plantea que el medio
RPMI 1640 no resulta adecuado para estos fines,
por lo que se sefiala la necesidad de continuar los
estudios en este sentido porque atin no han sido
establecidos los valores de corte para este farmaco.

La efectividad in vitro de la anfotericina B ha
sido confirmada en diferentes estudios, aunque no
todos han empleado el mismo punto de corte. Sil-
vay otros (2002), en Chile, encontraron 100 % de
sensibilidad en levaduras del género Candida,
empleando el método de microdilucion M27A
NCCLS, consideraron como resistentes aquellas
cepas con CMI superior a 2 ug/mL;'"® tampoco
Quindds y otros (1998), en Espaifia, encontraron
cepas resistentes, mediante el método de difusion
Neosensitab.!* Similar resultado obtuvieron
Sanchez Vargas y otros (2005), en México me-
diante el Fungitest.” Por otra parte, Kuriyama y
otros, en Gran Bretafia (2005), empleando tam-
bién el método del NCCLS pero considerando
como punto de corte un valor igual o superior a



2 pg/mL, encontraron resistencia en C. albicans
(5 %), C. glabrata (3,4 %) y C. krusei (3,14 %)."°
Sin embargo, Blignaut y otros (2002), con la
metodologia del NCCLS M27A y tomando el
valor de 1 pg/mL como punto de corte, obtuvieron
resultados muy diferentes y que no se correspon-
den con la inmensa mayoria de los trabajos con-
sultados: C. albicans (8,4 % de cepas de
resistentes), C. krusei (23,7 %), C. glabrata
(55,6 %) y C. tropicalis (44,4 %)."

El fluconazol esta considerado una droga de
primera linea para el tratamiento de la candidiasis
oral. Sus multiples ventajas lo han convertido en
uno de los antifingicos mas empleados en la tera-
péutica y profilaxis de las micosis en individuos
seropositivos y enfermos de SIDA.!%!

En el presente trabajo se obtuvieron valo-
res altos de CMI de fluconazol para C. krusei y
C. glabrata (valor de la moda: 64 y 32 ug/mL,
respectivamente); C. krusei se considera intrin-
secamente resistente a este agente y ha estado
asociada a fracasos terapéuticos.!” Segun
Marichal y otros, el origen de la resistencia de
esta especie al fluconazol se debe mas a diferen-
cias en la permeabilidad de la membrana (baja
acumulacion intracelular de esta droga) que a la
disminucion de la afinidad del citocromo P, por
la droga.?® Esta resistencia ha hecho no recomen-
dable el uso del fluconazol en las infecciones cau-
sadas por esta especie.!’

A diferencia de C. krusei, la resistencia de
C. glabrata se considera una resistencia adquiri-
da y estd muy asociada al incremento del uso del
fluconazol en la practica médica.' En el presente
trabajo se encontro 11 % de cepas de C. glabrata
resistentes, cifra que si bien no es elevada, en com-
paracion con otros trabajos, no deja de ser preocu-
pante, teniendo en cuenta ademas, que 40,7 % fue
sensible dependiente de la dosis y solo 48,1 % re-
sulté sensible. Quindods y otros reportan valores
altos de resistencia en C. glabrata (36 %), simila-
res a los de Silva y otros (40 %).'*'® En distintos
trabajos, que incluyen a América Latina, se repor-
tan valores mas bajos de resistencia en esta espe-
cie (5,2-8,7 %) en el periodo 1997-1998.2! También
Kuriyama y otros la reportan como la especie de
mas altos valores de resistencia (8,4 %),'? al igual
que Pfaller y otros (9 %),® estos ultimos mas proxi-
mos a los encontrados en el presente estudio.
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Aunque de manera general las cepas de C. al-
bicans se consideran sensibles a este farmaco, la
aparicion de cepas resistentes ha ido en aumen-
to.'” En el presente estudio, solo se encontrd 1,5 %
de resistencia en esta especie. Teniendo en cuen-
ta que C. albicans sigue siendo la responsable de
la inmensa mayoria de los cuadros de candidiasis
en nuestro medio, el fluconazol se mantiene como
una excelente opcion para el tratamiento de estas
micosis. No obstante, resulta cada vez mas im-
prescindible la identificacion de las levaduras has-
ta el nivel de especie, porque existe gran
variabilidad en la sensibilidad antifingica, particu-
larmente en las especies "no-C. albicans” las cua-
les en su conjunto mostraron una resistencia de
18,9 %, muy superior a la de C. albicans (1,5 %).

Hoy dia, el aumento del nimero de individuos
inmucomprometidos, ya sea por la infeccion por el
VIH o por la utilizacion de drogas citotoxicas e
inmunosupresoras, ha ocasionado un incremento
de las infecciones fingicas, especialmente las cau-
sadas por Candida. Paralelo a esto, la resistencia
invitro de estas especies a los diversos antifingicos
de uso actual, se ha tornado un hecho cada vez
mas preocupante. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo, aunque preliminares, confirman
la importancia de continuar los estudios que per-
mitan conocer el fenomeno de la resistencia en el
medio y con ello tratar de llegar a la comprension
justa de las implicaciones clinicas que pudieran te-
ner los resultados aportados por las pruebas de
sensibilidad in vitro a los agentes antifungicos.

In vitro susceptibility of Candida strains to fluconazole
and amphotericin B

SUMMARY

In vitro antifungal susceptibility testing is really necessary at
present in medical mycology laboratories. Minimal inhibitory
concentration of 210 Candida yeast strains isolated from HIV/AIDS
patients with oral lesions was determined to find out susceptibility
to fluconazole and amphotericin B. A CLSI’s M27A2 protocol-
based dilution micromethod was used. C. albicans was predominant
(62.4 %)followed by C. glabrata, C. parapsilosis, and C. tro-
picalis. Regarding amphotericin B, the mode value and MIC,
were 0,125 pg/mL, which indicated the effectiveness of this drug
in vitro conditions. Only C. krusei strain showed a minimal
inhibitory concentration over 1 pg/mL. 8.1 % of strains were resistent
to fluconazole whereas 8.1 % was dose- depending susceptible.
The less susceptible species were C. krusei and C. glabrata. The
achieved results laid the foundations for wider studies to be made in
the Cuban context and indicated the need of keeping surveillance
on the behaviour of clinical yeast isolates to antifungal drugs.

Key words: Antifungal susceptibility testing; amphotericin B;
fluconazole; Candida albicans; Candida spp.
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