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RESUMEN

Se realizé un estudio de susceptibilidad in vitro frente a itraconazol, ketoconazol y
clotrimazol de 144 cepas de Candida, conservadas y previamente identificadas,
aisladas de la cavidad oral de pacientes infectados por el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) con cuadros clinicos de candidiasis orofaringea (COF). El estudio se
llevé a cabo mediante dos metodologias; la primera, utilizando los requerimientos
del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI), en el cual esta establecida la
lectura visual para determinar los patrones de susceptibilidad; y la segunda,
mediante la propuesta de la European Committee on Antibiotic Susceptibility
Testing, el cual tiene fijado la lectura espectrofotométrica para eliminar las posibles
subjetividades de la metodologia del CLSI. Los resultados obtenidos mediante
ambas lecturas no mostraron diferencias mayores a dos diluciones en los valores de
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concentracion minima inhibitoria, y demostraron que ambos métodos se
correlacionan y es importante para aquellos laboratorios de pocos recursos
econdmicos.

Palabras clave: Susceptibilidad in vitr,; Candida, lectura visual, CLSI, lectura
espectrofotométrica, EUCAST azoles, VIH/sida.

ABSTRACT

A study of in vitro susceptibility was realized opposite to itraconazol, ketoconazol
and clotrimazol of 144 strains of Candida, conserved and previously identified,
isolated of the oral cavity of patients infected by the virus of human
immunodeficiency (VIH) with clinical pictures of oropharingeal candidiasis (COF).
The study was realized by means of two methodologies; the first one, using the
requests of the Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI), in which the
visual reading is established to determine the patterns of susceptibility; and the
second one, by means of the proposal of the European Committee on Antibiotic
Susceptibility Testing, which has fixed the spectrophotometric to eliminate the
possible subjectivities of the methodology of the CLSI. The results obtained by
means of both readings did not show differences bigger than two dilutions in the
values of minimal inhibitory concentration, demonstrating that both methods are
correlated and it is important for those laboratories of few economic resources.

Key words: in vitro susceptibility testing, Candida, visual lecture, CLSI,
spectrophotometric lecture, EUCAST, azoles, HIV/aids.

INTRODUCCION

En la década de 1980, varias sociedades microbioldgicas y grupos de investigadores
de diversos paises empezaron a interesarse por el desarrollo de técnicas para
realizar estudios de susceptibilidad a los antifUngicos. Este interés se vio plasmado
en trabajos multicéntricos que sirvieron para establecer métodos de referencia para
tales estudios. * La mayoria de los métodos emplean técnicas de dilucién en medio
liguido y se basan en el célculo de la concentracidn minima inhibitoria (CMI)
mediante la determinacion de porcentajes de inhibicién, en relacién con un control
de crecimiento.?

Dentro de los métodos de referencia destacan los recomendados por el CLSI (del
inglés, Clinical and Laboratory Standards Institute), anteriormente llamado NCCLS
(del inglés, National Committee for Clinical Laboratory Standards). Esta institucion
ha desarrollado y publicado un método de referencia admitido para las pruebas de
microdilucién en medio liquido para especies de Candida (documento M27-A2) para
determinar la susceptibilidad a varios agentes antimicéticos.? Estas normas son las
mas difundidas y utilizadas para estudios de correlacion con la clinica. * * Por otra
parte, también se ha desarrollado un estandar europeo, Subcommittee on
Antifungal Susceptibility Testing (AFST) del European Committee on Antibiotic
Susceptibility Testing (EUCAST), que ha demostrado ser equivalente al publicado
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por el CLSI para levaduras no fermentadoras, constituyendo una metodologia
alternativa. ®> Estos metodologias de referencia que utilizan el método de dilucion en
caldo constituyen las pruebas de referencia para determinar la susceptibilidad in
vitro tanto de levaduras como de hongos filamentosos.® ’

Los estudios de susceptibilidad in vitro a los antifiUngicos ofrecen la posibilidad de
obtener datos relativamente fiables a la hora de seleccionar el farmaco mas
adecuado para el tratamiento de las infecciones fungicas. Esto permite una
valoracién cuantitativa de la CMI caracteristica de un aislamiento clinico frente a los
antifungicos estudiados y de forma cualitativa su resistencia o sensibilidad a estas
sustancias. La utilidad de esta radica en la prediccion de la respuesta clinica y la
explicacion de los fallos terapéuticos.” ’

El presente trabajo tuvo como objetivo comparar los resultados de la
susceptibilidad in vitro de cepas de Candida frente a tres derivados azélicos
mediante las dos normativas vigentes que utilizan la técnica de microdiluciéon en
caldo para tales pruebas.

MATERIAL Y METODOS

Cepas estudiadas: Se estudiaron 144 aislamientos de Candida previamente
identificados mediante el sistema APl 20C (bioMériux, Inc, Hazelwood, Mo.)
distribuyéndose en 132 cepas de Candida albicans, 2 cepas de C. tropicalis,
Candida sp., C. lusitaneae, C. parapsilopsis, y una de Candida famata, C. utilis, C.
glabrata, y C. guillermondii.

Antifungicos: Se ensayaron tres antifingicos: itraconazol, ketoconazol y
clotrimazol, los cuales fueron proporcionados directamente por laboratorios
productores (SIGMA 16657, SIGMA K1003, y SIGMA C2812, respectivamente) en
forma de polvo con una potencia de 100%.

Prueba de Susceptibilidad in vitro: Las CMI de los tres derivados azélicos fueron
determinadas siguiendo el método de microdilucién en medio liquido del documento
M27- A2 del CLSI y la metodologia propuesta por el EUCAST. Las concentraciones
probadas de los antifungicos ensayados estuvieron comprendidas entre 0.01y 8
ig/mL.

Se utilizaron las cepas Candida krusei ATCC 6258 y Candida parapsilosis ATCC
22019 como controles de la calidad.

La lectura de los resultados se realizé visualmente (recomendada por el documento
M27-A2) y espectrofotométricamente (Reader 230S, Organon Técnica); se llevo a
cabo esta ultima a 405 nm, utilizando para la determinacion de 50 % de inhibicién
del crecimiento las férmulas siguientes: 8

Donde: A: Absorbancia.
A= fy 05 = (A - &) A2l 0] = (Ax - Au)]

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

Ak: Absorbancia del control de crecimiento.
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La lectura visual se realizé con la ayuda de un visor de aumento (Gallenkamp,
CNW-325), definiéndose la CMI como la concentracion mas baja de antifungico que
inhibié 50 % crecimiento de la levadura, al compararla con el control de
crecimiento.

Analisis estadistico

Utilizando el programa estadistico Epilnfo versién 5.01, se establecieron los rangos
de la CMI y la correlacion entre las lecturas visuales y espectrofotométricas
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (r).

RESULTADOS

La CMI para el cual 50 % de los aislamientos fueron inhibidos, mostré una
diferencia no mayor de dos diluciones en las cepas estudiadas frente a los azoles
evaluados. Es de destacar que para el clotrimazol y el ketoconazol hubo una
similitud de resultados superior a 94%, corroborando la correlacién que existe entre
ambos métodos. Aun cuando se notdé una mayor diferencia en los resultados
obtenidos frente al itraconazol, estos quedaron en el rango de dos diluciones

Los valores de rango y medias geométricas de la CMI de los tres derivados azdlicos
de los aislamientos son reflejados en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribucian de los valares de CMI {pg/mLy de los azoles en las especies de

Candids estudiadas segln lectura realizada.

Especies aisladas Itraconazol ketoconazol Clotrimazol

(ny LY L.E L.y L.E LY L.E
FRango CMI | Rango CMI | Rango CMI | Rango CMI | Rango CMI | Rango CMI
(pg/mL) (Hg/mL) (Wg/mL; (pg/mL) (pg/mL) (Mgl

. albicans (132) 0.01-8 0.01-4 0.01-2 0.01-2 0.01-2 0.01-2

. lusitanize (23 0.01-0,125 | 0.01-0.06 0.01 0.01 0.01 0.01

Candidzs sp (2 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01-0.06 0.01-0.06

. tropicalis (2) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

C. parapsilosis [2) 0.01-0.03 0.01-0.03 0.01 0.01 0.01 0.01

O quitlierrmondil (1) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.03 0.03

. Qlabrata (1) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.03 0.01

o owtilis (1) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

. famata 1) 0.01 0.01 a a 0.01 0.01

Leyvenda: L.%: lectura visual

L.E: Lectura espectrofotometrica

185
http://scielo.sld.cu



Revista Habanera de Ciencias Médicas 2011:10(2)182-189

Al realizar el analisis de correlacion entre los datos obtenidos por ambas lecturas
mediante el coeficiente de correlacién de Pearson se evidencié que el clotrimazol y
el ketoconazol alcanzaron los mayores indices de concordancia (r = 0,96 y r =
0,94, respectivamente), siendo el itraconazol el farmaco que menor concordancia
obtuvo entre ambas lecturas realizadas, con una r = 0,63, como se muestra en la
Figura 1.

Itraconazol Ketoconazol
i} 1.5
R= 0,53 - F.= 0,54 11 /
05 )
25 r"f’u; -5 1
25 25
Clotrimazol
R =096 4
05 4
a5 o8 1k
25 = J
Figura 1. Coeficiente de correlacion de Pearson entre las lecturas visuales y
espectrofotometrica,
DISCUSION

Debido al aumento en las infecciones fungicas invasoras y a la emergencia de
hongos resistentes a los antifUngicos, ha sido necesario desarrollar métodos
estandarizados de susceptibilidad antifingica. En la actualidad, se disponen de dos
normativas que utilizan el método de microdilucion en caldo. Uno es el documento
M27-A2, de la CLSI, en el cual se han establecido puntos de cortes después de una
exhaustiva correlacion clinica y epidemioldgica para determinar la susceptibilidad in
vitro, a determinados antifingicos como los azoles.® Se han establecido puntos de
cortes de CMI para fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina B y flucitosina.

El otro estandar europeo EUCAST-AFST, cuya version definitiva se publicé en el afio
2007 y que ha establecido puntos de cortes clinicos de acuerdo con la especie y la
relaciéon entre criterios farmacodinamicos y la distribucién de la CIM. Es por ello que
se han establecido que hay especies con puntos de corte relacionados y no
relacionados para el fluconazol y el voriconazol. ° °
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Aungque ambos estandares son similares, presentan diferencias en varios aspectos
de la metodologia para evaluar susceptibilidad de levaduras fermentadoras como
Candida sp.%%*

Algunas de las diferencias mas importantes son: el tiempo de incubacién (24 horas
para EUCAST y 48 horas para el estandar CLSI), pues el primero utiliza un inéculo
mayor; el fondo de los pocillos de las placas de microtitulaciéon (plano para EUCAST
y redondo para CLSI); la lectura (espectrofotométrica en EUCAST, visual en CLSI).
Ambos utilizan RPMI 1640 con glutamina, sin bicarbonato y una concentraciéon de
glucosa de 0,2 y 2% (CLSI y EUCAST, respectivamente).

Aungque ambos estandares correlacionan bastante bien dentro de tres diluciones; el
método EUCAST, tenderia a leer CMI mas bajas que el método CLSI, por lo que es
recomendable leer cada estandar con sus propios puntos de corte. Desde el punto
de vista practico, el método del EUCAST es menos laborioso, mas facil de
interpretar, sobre todo, en cepas que tienen un crecimiento residual por encima de
su CMI, y arroja resultados definitivos a las 24 horas de incubacion.

El documento M27-A2 del CLSI, especifica realizar la lectura visual del punto final
de la CMI después de las 48 horas de incubacion, lo cual fue derivado a partir del
trabajo de Espinel-Ingroff et al.*?

Con los agentes fungicidas, como la anfotericina B, el crecimiento cesa con la
exposicion del antifungico, y resulta en un punto final de corte evidente. Sin
embargo, con los agentes fungistaticos, como los azoles, el inicio de la acciéon del
farmaco es retardado, y esta resulta en un crecimiento limitado, pero persistente,
por encima del rango de concentraciones superiores al de la CMI, por lo que es, en
ocasiones, dificil determinar el valor del corte final. ** Este crecimiento, denominado
«cola de crecimiento «, se presenta generalmente en cepas de C. albicans y C.
tropicales.'**°

La lectura espectrofotométrica de las pruebas de microdilucion en medio liquido con
agentes antifungicos azélicos proporciona una medida mas objetiva de crecimiento
fungico y elimina el juicio subjetivo que pueda encontrarse con la lectura visual del
valor final de la CMI *3, por lo que algunos autores la recomiendan para realizar la
lectura en estas pruebas.®

Hay reportado en la literatura internacional un trabajo multicéntrico que compara la
susceptibilidad in vitro de Candida al itraconazol, fluconazol y voriconazol mediante
los dos métodos de referencia, del CLSI y del EUCAST. En este trabajo, se obtuvo
una menor concordancia entre las CMI para el itraconazol,’’” aunque estas
diferencias no fueron mayores de tres diluciones, resultando este semejante a lo
reportado en nuestro estudio.

Pese a que se evaluaron antifingicos que no estan contemplados en los puntos de
cortes de ambas metodologias, estos si son de uso cotidiano en Cuba para el
tratamiento de micosis superficiales, cutaneas y mucocutaneas. Es por ello, que nos
dimos a la tarea de comparar los resultados arrojados y analizar las diferencias que
pudieran existir al respecto. Este estudio permite comprobar la correlacion
existente entre los dos métodos de referencia, y es de gran utilidad para aquellos
laboratorios de pocos recursos econémicos que no puedan contar con un
espectrofotdmetro para realizar la lectura de los resultados.

Se hace necesario por tanto, continuar con estos estudios para estandarizar los
puntos de cortes, en ambas metodologias, para aquellos antifngicos que no lo
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presentan, y de esa forma contar con una vigilancia de la resistencia a los
antimicéticos que se utilizan en la préctica clinica.
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