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R E S U M E N

Objetivo: determinar la sensibilidad antimicótica de aislamientos clínicos de Candida spp. prove 
nientes de pacientes oncológicos con uno o más episodios de infección y establecer los perfiles de 
sensibilidad y resistencia a los diferentes antimicóticos.
Materiales y  métodos: entre marzo de 1999 y febrero de 2002 se aislaron y clasificaron 181 cepas 
de levaduras a partir de muestras clínicas de 67 pacientes. Se determinó la sensibilidad a anfotericina 
B, fluconazol, itraconazol y ketoconazol mediante pruebas de microdilución en caldo, según la 
metodología recomendada en el documento M 27-A del Comité Nacional para los Estándares en 
el Laboratorio Clínico de Estados Unidos (NCCLS).
Resultados: el agente fúngico más frecuente fue C. albicans (51,6%, 95/181), seguido de C. 
tropicalis (34,2%, 62/181). Un 15,2% de los aislamientos presentó resistencia a la anfotericina B 
(MIC > lmg/L) y un 19,6% mostró resistencia al fluconazol. No se encontraron diferencias de 
sensibilidad entre los aislamientos de C. albicans y los aislamientos de otras especies de Candida. 
Los aislamientos de C. glabrata presentaron mayor resistencia a anfotericina B, en comparación 
con las demás especies de cándida (p = 0.006).
Discusión: las frecuencias de aislamiento de C. albicans y de las otras especies de Candida 
fueron similares a las reportadas en la bibliografía para pacientes oncológicos. La prevalencia de 
resistencia in vitro a la anfotericina B fue muy superior a la encontrada en otros reportes, lo que 
amerita estudios complementarios de confirmación. No es posible comparar los datos de sensibi 
lidad in vitro a los azoles, debido a la ausencia de trabajos similares. Las pruebas de sensibilidad 
antimicótica in vitro y la identificación del patógeno fúngico a nivel de especie constituyen herra 
mientas de utilidad en lo epidemiológico y lo clínico para detectar cepas de Candida spp. poten 
cialmente resistentes.
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ANTIMICOTIC SENSIBILITY TESTS IN CLINICAL ISOLATES
OF CANDIDA SPP OF CANCER PATIENTS

A B S T R A C T

Objective: To determine the antimicotic susceptibility of Candida spp isolates obtained from 
oncologic patients with one or more episodes of infection and to establish the susceptibillity and 
resistance profiles to the different antimicotics.
Materials and methods: The broth microdilution reference method (NCCLS, document M27-A) 
was employed to determine the in vitro susceptibility to amphotericin B, fluconazole, itraconazole, 
and ketoconazole in 181 isolates recovered between 1999 and 2002 from 67 cancer patients. 
Results: C. albicans was the more frequent etiologic agent isolated (51,6%, 95/181), followed by 
C. tropicalis (34,2%, 62/181). 15,2% of the isolates showed resistance to amphotericin B (CMI > 
1 jug/mL) and 19,6% showed resistance to fluconazole. There were no differences in susceptibility 
between C. albicans isolates and non-albicans Candida species. The C. glabrata isolates showed 
higher resistance to amphotericin B than and other Candida isolates (p = 0.006).
Discussion: The observed frequencies for C. albicans and non-albicans Candida species were 
similar to the frequencies reported for oncologic patients in other studies. The observed resistance 
to amphotericin B was higher than the one reported in other works, so that additional confirmatory 
studies are required. It was not possible to compare the sensibility prevalence to azoles, due to the 
absence of similar studies. In vitro susceptibility test and species identification are important 
tools at clinic and epidemiologic levels to detect potentially resistant Candida spp. strains.

Key words: Microbial sensitivity test, Candida, isolation and purification, neoplasms, yeast, 
antifungal agents.

IN T R O D U C C IÓ N

La resistencia de los agentes infecciosos a un gran 
número de medicamentos y el aumento de la inciden 
cia de infecciones fúngicas han llevado a una creciente 
demanda de agentes antifúngicos para profilaxis y tra 
tamiento y, por ende, han generado la necesidad de una 
nueva generación de antifúngicos (1,2), muchos de los 
cuales presentan graves desventajas: alto costo, alta tasa 
de efectos adversos, ineficacia contra nuevas especies 
de hongos y desarrollo rápido de resistencia (3,4). El 
paciente oncológico es muy susceptible a adquirir in 
fecciones microbianas, por lo que es sometido con fre 
cuencia a tratamientos antibióticos de amplio espectro 
que inducen la aparición de diferentes grados de resis 
tencia (5,6).

Las pruebas de microdilución en caldo para determi 
nar la sensibilidad antimicótica in vitro constituyen herra 
mientas importantes para la evaluación preclínica y la se 
lección y el monitoreo de terapias antimicóticas (7-18);

su implementación puede ayudar a mejorar los protocolos 
de diagnóstico, evaluación, tratamiento y pronóstico de 
las infecciones fúngicas (19-25).

Los objetivos de este trabajo son describir la sensi 
bilidad antimicótica de aislamientos clínicos de Candi 
da spp. provenientes de pacientes oncológicos con uno 
o más episodios de infección y establecer los perfiles 
de sensibilidad y resistencia a los diferentes antimicó- 
ticos mediante la prueba de microdilución en caldo.

M ETO D O LO G ÍA

Población

Entre marzo de 1999 y febrero de 2002 se aislarás 
181 cepas de levaduras a partir de muestras clínicas 
(sangre, líquido cefalorraquídeo, líquidos coqpGaraies
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estériles, esputo seriado, lavado bronqueoalveolar, ce 
pillado bronquial y orina) de 67 pacientes oncológicos 
con diagnóstico de infección micótica sistémica.

Identificación de género y especie

Todos los aislamientos obtenidos fueron identifica 
dos a nivel de género y especie a partir de cultivos pu 
ros de 24-48 horas en agar Sabouraud-Dextrosa (Difeo, 
BD)®, mediante el método espectrofotométrico auto 
matizado MicroScan WalkAway-96 ® (Rochem  
Biocarem, USA).

Pruebas de microdilución en caído

Para la estandarización de las pruebas se empleó la 
metodología recomendada en el documento M 27-A 
del Comité Nacional para los Estándares en el Labora 
torio Clínico de Estados Unidos (NCCLS)(7). Para el 
control de calidad se usaron las cepas C. parasilopsis 
ATCC 22019 y C krusei ATCC 6258.

Se utilizaron, como ántifúngicos, anfotericina B 
(AB) (Bristol Meyer Squibb Company, USA), fluco- 
nazol (FCZ), (Pfizer Inc., New York, NY), itraconazol 
(ITZ) (Janssen Pharmaceutic, Titusville, NJ) y keto- 
conazol (KTZ) (Jansen Cilag, USA). Las soluciones 
iniciales se prepararon teniendo en cuenta la potencia 
de cada lote de antimicrobiano (dato suministrado por 
el fabricante). Se; ensayaron 10 concentraciones para 
cada fármaco, las diluciones fueron hechas en RPMI 
1640 (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO)® y 
100 pL de cada dilución fueron dispensados en micro- 
placas de cultivo celular estériles de 96 pozos de fondo 
plano con tapa.

Los inóculos de trabajo se prepararon en solución 
salina a partir de subcultivos de las levaduras en estu 
dio, sembradas 24 horas antes de realizar la prueba, y 
se ajustaron a una tabidez de 0,5 en la escala McFarland 
(1 x 106'5 x 106 UFC/mL). Las suspensiones se ajusta 
ron a l x 103 UFC/mL en RPMI, se dispensaron 100 
pL en las microplacas que ya contenían el fármaco y se 
incubaron en atmósfera húmeda a 35 °C durante 48 ± 2 
horas. Aunque el documento M27-Á recomienda la lec 
tura visual de las microplacas, en este trabajo se deter 
minó la concentración mínima inhibitoria (CMI) a par 
tir de la densidad óptica (DO) a 405 nm de cada uno de 
los pozos en un lector de microplacas (Multiskan MCC/ 
340)® (23). Para la anfotericina B se identifica la con 
centración del fármaco con la menor DO, que corres 
ponde al 100% de inhibición del crecimiento. Para los 
azoles (FCZ, ITZ, KTZ), se considera como CMI la

concentración del fármaco que causa el 50% de inhibi 
ción del crecimiento.

Para clasificar la levaduras en sensibles (S), sensi 
bles dosis (SDD) y resistentes (R) se emplearon los 
puntos de corte recomendados en el documento M27- 
A para los azoles (7). Dado que el documento no esta 
blece puntos de corte para la anfotericina B , se consi 
deraron como aislamientos probablemente sensibles 
aquellos con CMI < 1 pg/mL y como probablemente 
resistentes aquellos con CMI > 1 pg/mL (9-11).

Análisis estadístico

Se empleó el programa EPI-INFO 6.04 para la ela 
boración de la base de datos y el análisis de la informa 
ción. Se empleó la prueba de Ji2 para comparar las fre 
cuencias de resistencia a los antimicóticos en las dife 
rentes especies de Candida. Se consideró una diferen 
cia significativa cuando p  < 0,05.

RESU LTA D O S

Se obtuvieron, en total, 181 aislamientos de levadu 
ras, 178 de especies de Candida y 3 de géneros diferen 
tes a Candida. En la tabla 1 se presentan los géneros y 
especies del total de aislamientos. El agente etiológico 
aislado con mayor frecuencia fue C. albicans, con 95 
aislamientos (51,6% dé los casos), seguido de C. tropi 
cales, con 62 aislamientos (34,2% de los casos). El 1,5 
% de los aislamientos correspondió a otros géneros de 
levaduras, que se incluyeron en la tabla debido a que 
fueron aisladas en el segundo o tercer episodio de in 
fección de los pacientes en estudio pero que no se in 
cluyeron en el análisis estadístico.

En la tabla 2 se presentan los porcentajes totales de 
sensibilidad in vitro de los 184 aislamientos a los cua 
tro fármacos analizados. Un 15,2% de los aislamientos 
presentó una CMI >1 pg/mL para la anfotericina B y 
un 19,6% mostró resistencia al fluconazol.

Los perfiles de sensibilidad y resistencia a los 
antimicóticos probados de los cuatro agentes etiológicos 
aislados con mayor frecuencia se presentan en la figura
1. Se observó un porcentaje elevado de sensibilidad de 
los microorganismos frente a la anfotericina B (C. albi 
cans 82,1%, C. tropicalis 92%, C. guilliermondii 
71,4%, C. krusei 100%) y una sensibilidad variable a 
los diferentes azoles: itraconazol (C. albicans 38,9%, 
C. tropicalis 47,'6%, C. guilliermondii 28,5%, C. krusei 
33,3%), ketoconazol (C. albicans 66,3%, C. tropicalis 
44,4%, C. krusei 66,6%) y fluconazol (C. albicans 
70,5%, C. tropicalis 60,3%, C. guilliermondii 71,4%).
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Tabla 1. Agentes etiológicos aislados en los 
pacientes en estudio

Géneros y especies Aislamientos %
C. albicans 95 51,6
C. tropicaiis 63 34,2

C. guilliermondii 7 3,8
C. krusei 6 3,3

C. parasilopsis 4 2,2
C. glabrata 4 2,2

G. kefyr 2 1,1
Rhodotoruia rubra 1 0,5

Saccharomyces cerevisiae 1 0,5
Hansenula anómala 1 0,5

TOTAL 184 100

Tabla 2. Susceptibilidad a ios agentes antimicóticos 
de los diferentes aislamientos

Antimicótico Sensible
n
SDD Resistente

Anfotericina B (AB) 154 (85,1%) 27 (14,9%)
Itraconazol (ITZ) 75 (41,4%) 43 (23,8%) 63 (34,8 %)

Ketoconazol (KTZ) 100 (55,2 %) 38 (30 %) 43 (23,7 %)
Fluconazol (FCZ) 114(63%) 32(17,2%) 35 (19,3%)

SDD = Sensible dependiendo de la dosis.

En las especies aisladas en menor frecuencia, (5.5%) 
como C. parasilopsis, C. kefyry C. glabrata, se obser 
vó una buena sensibilidad a la anfotericina B (3,8%) y 
a los azoles: itraconazol (3,1%), ketoconazol (3,1%) y 
fluconazol (2,2%), en comparación con los otros aisla 
mientos de Candida spp.

No se encontró asociación entre la resistencia y los 
agentes etiológicos aislados (C. albicans vs. C. non- 
albicans). Tampoco fue posible establecer de manera 
individual una asociación de niveles de resistencia se 
gún especie, a excepción de la presencia de resistencia 
a la anfotericina B y el aislamiento de C. glabrata vs. 
C. non-glabrata ( p = 0,006).

D IS C U S IÓ N

Las frecuencias de aislamiento de C. albicans 
(51,6%) y de las otras especies de Candida (46,8%) 
fueron similares a las reportadas en la bibliografía para 
pacientes oncológicos (2,6). Sin embargo, llama la aten 
ción la mayor frecuencia de aislamientos de especies 
como C. guilliermondii y C. krusei, en comparación 
con las C. parasilopsis y C. glabrata encontradas en 
este grupo de pacientes.

A pesar de la falta de consenso en relación con los 
puntos de corte para la anfotericina B (9-11,25,26), un 
15,2 % de las cepas de estudio (28 cepas) presentó CMI 
> 1 mg/mL, lo que indica la probabilidad de resisten 
cia. Esta frecuencia es alta, ya que la mayoría de estu 
dios señalan la resistencia a este fármaco como un even 
to inusual. En pacientes con cáncer existen pocos estu 
dios a este respecto; sin embargo, varios de ellos repor 
tan un 7,4% de aislamientos resistentes en pacientes 
oncológicos(27-29). La frecuencia de cepas resisten 
tes en este estudio señala la necesidad de implementar 
en nuestro medio métodos complementarios de 
confirmación que permitan una interpretación adecua 
da de la presencia de resistencia (29) .

La resistencia de las cepas de C. albicans, C. glabra 
ta y C. krusei di fluconazol fue similar a la reportada en 
la bibliografía (3). Los porcentajes de resistencia encon 
trados para itraconazol y ketoconazol son excesivamente 
altos si se considera que son fármacos de uso limitado 
entre nuestros pacientes. En el caso del itraconazol, este 
resultado podría explicarse por un error en la estimación 
de las CMI, derivado de la insolubilidad propia de este 
fármaco, por una selección errónea del coeficiente de 
inhibición o por la manifestación de una resistencia pri 
maria específica derivada del aislamiento de determina 
das cepas (11,15,16,20); y en e l caso particular de los 
aislamientos de C. albicans se podría pensar en una po 
sible resistencia cruzada con aislamientos levaduriformes 
en los que las CMI para fluconazol fueron altas (15).

No es posible comparar los datos de sensibilidad y 
resistencia in vitro a los azoles obtenidos en este estu 
dio con los reportados en otros estudios de pacientes 
oncológicos (3,4,27-33), debido al bajo numero de pa 
cientes incluidos en ellos. Sólo aparecen reportes de 
resistencia del 5% al 25% en pacientes VIH positivos 
con Candidiasis orofaríngea (11,33)

Se han demostrado diferencias especificas de espe 
cie en la sensibilidad de aislamientos de Candida a 
varios antifúngicos (11). La obtención del perfil de 
sensibilidad antimicótica y la identificación del patóge 
no fúngico a nivel de especie constituyen importante 
información en lo epidemiológico, con aplicabilidad 
en la práctica clínica para detectar la presencia de ce 
pas de Candida spp. potencialmente resistentes (15 ).

Si se va a establecer la asociación entre el aislamien 
to de una agente etiológico especifico y su perfil de 
resistencia, en teoría se deberían vigilar las especies 
non-albicans (11); sin embargo, en este estudio se vio 
un número lo suficientemente alto de cepas resisieittes-
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1. Perfil de sensibilidad y resistencia de C. albicans (A), C. tropicalis (6), C. guilíiermondii (C) 
C. krusei (D) a los diferentes antimicóticos probados.

a los diferentes fármacos probados para C. albicans, 
que señala la importancia de establecer una vigilancia 
epidemiológica que incluya estas cepas.

La mayor resistencia a la anfotericina encontrada 
en C. glabrata y la anfotericina B confirmaría la ten 
dencia de esta especie a la resistencia (3), aunque, dada 
su baja frecuencia de aislamiento, no reviste mayor in 
terés como causante de resistencia (11,33). Este estu 
dio confirmó la insensibilidad de la C. krusei al 
fluconazol.
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