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Sensibilidad al fluconazol y a la
anfotericina B en cepas de Candida
provenientes de aislamientos clinicos
Javier Martínez y Cristina Albrecht

Hospital Nacional de Clínicas, Laboratorio Central, División Micología, Córdoba,
Argentina

Se determinó la sensibilidad al fluconazol y a la anfotericina B en 84 aislamien-
tos clínicos de Candida, por el método de macrodilución en RPMI, según pro-
puesta del NCCLS. La anfotericina B fue muy activa, (CMI < 1,25 µg/ml),
particularmente en C. tropicales y C. parapsilosis. Menos del 5% de los aisla-
mientos identificados como C. glabrata y/o C. albicans, presentaron baja sensibi-
lidad a la anfotericina B, (CMI 80 > 2,50 µg/ml). El fluconazol fue menos activo
frente C. glabrata y C. krusei, (CMI > 100 µg/ml). Los perfiles de CMI del flucona-
zol, sugieren la importancia de la identificación a nivel de especie a los fines del
tratamiento.
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Susceptibility to fluconazole and amphotericin B in
clinicalCandida isolates
Susceptibility to fluconazole and amphotericin B in 84 clinical isolates of Candida
was determined by a macrodilution method (NCCLS). Amphotericin B was very
active (CMI <1.25 µg/ml) against C. tropicalis and C. parapsilosis. Less than 5 %
of C. albicans and/or C. glabrata isolates presented low susceptibility to the drug
(CMI 80 >2.50 µg/ml). Fluconazole was less active against C. glabrata and
C. krusei (CMI 80 >100 µg/ml). The susceptibility profile for fluconazole indicated
the importance to the treatment of identification to species level.
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El incremento de candidiasis en las últimas déca-
das se acompaña con el desarrollo de nuevos agentes anti-
fúngicos, menos tóxicos y sistémicamente activos [1-3].
La elección terapéutica se ve dificultada con la aparición
de cepas resistentes, principalmente a sustancias azólicas
[4,5]. El estudio de la sensibilidad a antifúngicos se ha
realizado por diferentes metodologías, considerándose de
referencia la propuesta del comité de Estandarización de
Laboratorios Clínicos de EEUU (NCCLS, 1992 y versión
revisada, 1997) [6,7]. hemos seguido esta propuesta con el
fin de iniciar en nuestro Hospital la mejora de técnicas
destinadas a valorar la sensibilidad de cepas de Candida
en muestras clínicas (hemocultivos, líquido cefalorraquí-
deo y punciones suprapúbicas) de pacientes afectados por
candidiasis sistémicas, infección renal o meningitis por
Candida. Las mismas fueron seleccionadas por interesar-
nos la sensibilidad de especies que frecuentemente provo-
can infecciones que merecen tratamiento por vía
sistémica, lo cual exige conocer la sensibilidad al antifún-
gico a fin de optimizar las dosis. 

Relativamente pocos trabajos se realizan siguiendo
estrictamente la propuesta estándar, lo cual dificulta la
comparación de resultados. No obstante, considerando
metodologías comparables, los patrones de sensibilidad
para las diferentes especies resultaron similares, siempre
que se compararon resultados de investigaciones que utili-
zaron valores de corte semejantes, para considerar resis-
tente o no a una cepa.

Iniciado este trabajo en 1994-1995, nosotros segui-
mos la propuesta del NCCLS de 1992, para estandarizar
el método de macrodilución en tubos cuyas características
principales fueron: 1. Conservación de cepas en agua gli-
cerinada a -70ºC. 2. Recultivo de cepas, 24 horas antes de
su utilización. 3. Medio de cultivo: RPMI 1640 adiciona-
do de glutamina, bicarbonato de sodio y glucosa al 2%. 4.
Regulador de PH: MOPS 33 g/l. 5. Dilución del inóculo
1:10 en RPMI, con volumen final: 2ml. 6. Incubación sin
agitación a 37°C. 7. Lectura de resultados a las 48 ± 2h
por medidas espectrofotométricas. 8. Utilización de cepas
controles (provistas por el Instituto Malbrán de Buenos
Aires, Argentina). Se eligieron aquellas que tenían un
valor de concentración mínima inhibitoria (CMI) más
definido (rango más estrecho) y cercano al valor por el
cual cepas de Candida son consideradas sensibles o no al
antifúngico. Estas concentraciones fueron para el flucona-
zol: 12,5 µg/ml y para anfotericina B: 1 µg/ml. Los con-
troles utilizados fueron C. albicansJanssen Research
Foundation 93680 con CMI de 0,62-0,16 µg/ml para anfo-
tericina B y Candida parapsilosis ATCC 951706, con
CMI de 2-8 µg/ml para el fluconazol.
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El fluconazol presentó gran actividad en aislamien-
tos identificados como C. parapsilosis y C. tropicalis,
moderada actividad frente a C. albicansy muy baja acti-
vidad con C. glabrata.Existe un incremento en los valo-
res de CMI, cuando las lecturas se realizan a las 48 h.[10].
Nosotros observamos esta tendencia en nuestro resultado
para el fluconazol y en todas las especies estudiadas,
observando que la distribución de los valores de CMI se
desplaza hacia valores más elevados. Pfaller y cols. [10]
sugieren que lecturas realizadas en tiempos prolongados
(más de 24h) exacerban el efecto de arrastre que frecuen-
temente acompaña a la lectura de resultados, en ensayos
de sensibilidad a sustancias azólicas.

Sin embargo, los perfiles de distribución de valores
de CMI para cada especie efectuados, nos permite asegu-
rar que la identificación de especie en aislamientos clíni-
cos es de singular importancia antes de instaurar el
tratamiento con fluconazol, sobre todo en pacientes inmu-
nocomprometidos y/o que hayan recibido profilaxis azóli-
ca [11].

Se debe destacar que el 100% de los aislamientos
de C. glabrata presentaron muy baja sensibilidad flucona-
zol (CMI mayor a 12,5 µg/ml), lo cual coincide con lo
descrito por otros autores [12,13].

Los procedimientos propuestos por el NCCLS, a
los fines de mejorar las pruebas de sensibilidad a sustan-
cias antifúngicas, resultaron una excelente guía en este
estudio.

La propuesta del NCCLS establece que deben reali-
zarce ajustes a la metodología, cada vez que los ensayos
observen desviaciones mayores a dos diluciones. En nues-
tro caso esto no sucedió, aunque tuvimos inconvenientes
con la recuperación de cepas conservadas según la pro-
puesta de 1992, revisada en 1997, que mejora esta dificul-
tad conservándolas en agua a 4ºC. Por lo anterior,
nosotros realizamos las pruebas entre 10-15 días de aisla-
das las cepas. Establecer una correlación entre la evolu-
ción clínica de pacientes y el hallazgo de cepas resistentes
nos fue muy dificultoso, por ser pacientes en estado clíni-
co terminal y/o afectos de patologías múltiples o porque se
discontinuaban los tratamientos, o si iniciaban terapias
con otros antifúngicos. 

Atendiendo a las consideraciones mencionadas,
nosotros estudiamos 84 aislamientos de Candida, corres-
pondiendo el 52, 14, 12, 9,5, 5, 2 y 2 %, respectivamente,
a C. albicans, Candida tropicalis, C. parapsilosis,
Candida glabrata, Candida krusei, Candida guillermondii
y Candidaspp, respectivamente. Su identificación se rea-
lizó acorde a métodos clásicos con test presuntivos y de
confirmación, por auxonograma y zimograma [8,9]. Las
tablas 1 y 2 resumen las sensibilidades halladas in vitro de
los aislamientos. 

La anfotericina B fue muy activa (CMI 95 =
1,25 µg/ml) con todos los aislamientos y particularmente
contra las cepas deC. tropicalis y C. parapsilosis. Menos
del 5 % de los aislamientos identificados como C. albi-
cansy C. glabrata presentaron baja sensibilidad (CMI
mayor a 2,5 µg/ml).
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Tabla 1 . Sensibilidad in vitro a la anfotericina B (% acumulado de aislamientos inhibidos)
_______________________________________________________________________________________________________________

Concentración en µg/ml______________________________________________________________________________________
Especies 0,08 0,16 0,31 0,61 1,25 2,5 5 10
_______________________________________________________________________________________________________________ 

C. albicans 18% 32% 50% 86% 95.5% 100%
C. tropicalis 50% 67% 100%
C. parapsilosis 60% 80% 100%
C. glabrata 25% 75% 75% 75% 100%
Total de aislamientos 10% 30% 52% 90% 95% 100%
_______________________________________________________________________________________________________________

Tabla 2 . Sensibilidad in vitro al fluconazol (% acumulado de aislamientos inhibidos) 
_______________________________________________________________________________________________________________

Concentración en µg/ml__________________________________________________________________________________
Especies 0,20 0,4 0,8 1,60 3,20 6,40 12,5 25 50 100
_______________________________________________________________________________________________________________

C. albicans 1,0% 18% 36% 45% 59% 64% 64% 73% 77% 100%
C. tropicalis 33% 50% 83% 100%
C. parapsilosis 40% 75% 100%
C. glabratra 25% 50% 100% 
Total de aislamientos 10% 15% 22% 32% 44% 54% 59% 76% 83% 100%
_______________________________________________________________________________________________________________


