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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Hisﬁofia del articulo: Antecedentes: La candidiasis es una de las micosis mas importantes entre las frecuentes infecciones inva-
Recibido el 26 de octubre de 2012 sivas por hongos en pacientes hospitalizados; por esta razén, el tratamiento antifiingico es un desafio
Aceptado el 8 de febrero de 2013 constante.

On-line el 14 de marzo de 2013 Objetivos: Este estudio evalu6 la sensibilidad in vitro de aislamientos clinicos de Candida albicans proce-

dentes de hemocultivos a fluconazol, anfotericina B y anidulafungina, aislados en un hospital del sur de
Brasil.
Métodos: Para los estudios de sensibilidad in vitro se testaron 153 aislamientos de C. albicans frente a los

Palabras clave:
Candida albicans

Candidemia - . . .. , .
Anfotericina B farmacos mencionados, en concordancia con el Clinical and Laboratory Standards Institute. Se determina-
Fluconazol ron las concentraciones inhibitorias y fungicidas minimas (CMI y CMF, respectivamente) de cada firmaco

Anidulafungina y el punto de corte epidemiolégico (ECV).

Resultados: Todas las cepas fueron susceptibles a anidulafungina, con la CMI y CMF <1 pg/ml; sin
embargo, cuando se compar6 con el ECV, un 3% de los aislamientos present6 valores mas altos. Con
relacién al fluconazol, un 96% fue sensible, un 3%, susceptible dependiente de la dosis, y un 1%, resistente.
Sin embargo, se observé que el 21% de los aislamientos presentd valores mayores que el ECV. Bajo la
accién de la anfotericina B, una de las cepas fue resistente y, el resto, susceptible, de acuerdo con la CMF;
por otro lado, un 1,5% de los aislamientos present6 valores mayores al ECV.
Conclusiones: Los aislamientos de C. albicans presentaron mayor sensibilidad a la anidulafungina y un
90% de estas cepas (CMIgg) present6 los menores valores frente a la anfotericina B. Basados en el ECV
y la nueva clasificacién descrita por Pfaller, los aislamientos podrian ser resistentes a fluconazol, lo que
demuestra la importancia de la asociacion y revisién de estos parametros.
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Susceptibility of Candida albicans blood isolates to 3 antifungal drugs:
Retrospective study in Rio Grande do Sul, Brazil, 1999-2009
ABSTRACT
l<€yV\{0rdSi ) Background: Candidiasis is one of the most important among recurrent invasive yeast infections in
Ccmdt_da ”l?'Cﬂ”S patients, thus antifungal treatment becomes a challenge.
Ca“dﬁdem@_ Aims: The aim of this study was to evaluate the in vitro activity of clinical Candida albicans isolates from
Amphotericin B blood cultures to fluconazole, amphotericin B and anidulafungin, in a hospital from Rio Grande do Sul,

Fluconazole

Anidufalungin Brazil.

Methods: The susceptibility of 153 isolates to the 3 drugs mentioned was tested according to Clinical and
Laboratory Standars Institute. Minimal inhibitory and fungicidal concentrations (MIC, MFC, respectively)
of each drug were determined, as well as the epidemiological cutoff value (ECV).
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Results: All of the isolates were susceptible to anidulafungin, MIC and MFC < 1 wg/ml; however, when
compared with ECV, 3% of the isolates exhibited higher values against fluconazole, 96% were susceptible,
3% susceptible dose-dependent, and 1% resistant. Also, it was observed that 21% of the isolates exhibited
higher values than ECV. One isolate was resistant to amphotericin B; the other ones, susceptible, based
on the MFC; furthermore, 1.5% of the isolates exhibited higher values.
Conclusions: C. albicans isolates exhibited more susceptibility to anidulafungin, and 90% of them (MICqg)
exhibited the lowest values against amphotericin B. Based on ECV and Pfaller classification, isolates could
be resistant to fluconazole, demonstrating the importance of the combination of these parameters.

© 2012 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Las infecciones invasivas por hongos en pacientes hospitali-
zados son frecuentes a causa de la inmunosupresién, del uso
prolongado de antibidticos o corticosteroides, de la nutricién
parenteral y de los procedimientos invasivos; en consecuencia, una
alta tasa de mortalidad es observada®!1:13,

La candidiasis es una micosis cutdnea o sistémica, causada por
Candida y clasificada como el cuarto tipo de infeccién que afecta al
tejido sanguineo, lo que contribuye al aumento de la morbimorta-
lidad, de los costes y del tiempo de hospitalizacién®22.

En las unidades de cuidados intensivos (UCI), las candidemias
constituyen un grave problema, debido a que la permanencia pro-
longada de los pacientes en las mismas trae como consecuencia
la colonizacién por Candida, principalmente Candida albicans'!.
Recientemente, un estudio realizado en Brasil describié que C. albi-
cans es la principal especie en episodios de candidemia®.

La gran mayoria de los aislamientos clinicos de C. albicans
es sensible a fluconazol; sin embargo, se puede observar resis-
tencia clinica durante el tratamiento®!>'823, La anfotericina B
es un antifingico poliénico ampliamente utilizado en la practica
clinica, a pesar de su elevada toxicidad®. Asi, en 2005, surgi6 una
nueva alternativa terapéutica para el tratamientoy la prevencién de
la candidiasis: la anidulafungina, una de las equinocandinas apro-
bada por la United States Food and Drug Administration (FDA)'6, que
ha demostrado ser mas eficaz que el fluconazol?3.

La anidulafungina se diferencia de las otras equinocandinas en
que no se metaboliza en el higado, su degradacién es quimica, posee
un volumen de distribucién equivalente al volumen acuoso total
corporal y una semivida bioldgica mas larga que sus congéneres.
Diversos estudios muestran una excelente actividad in vitro de este
antifangico sobre Candida, con valores de concentracién minima
inhibitoria (CMI) menores que los obtenidos con la caspofungina y
la micafungina'®12.16,

El objetivo de este estudio fue evaluar la sensibilidad in vitro a
fluconazol, anfotericina By anidulafungina de aislamientos clinicos
de C. albicans procedentes de hemocultivos.

Materiales y métodos
Aislamientos

Se utilizaron 153 aislamientos de C. albicans procedentes de
hemocultivos procesados de 1999 a 2009 en el Hospital Irman-
dade Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, Brasil. Las muestras fueron identificadas por el método
semi-automatizado ID 32C® (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia)
y almacenadas en agua destilada a -20°C hasta el momento de
realizar el presente estudio.

Farmacos
La anfotericina B (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE. UU.),

la anidulafungina y el fluconazol (Pfizer, Inc., New York, NY, EE.
UU.) fueron obtenidos en polvo estandar a través del fabricante,

y preparados de acuerdo con el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) en su documento M27-A3°6.

Prueba de sensibilidad antifiingica

La prueba de microdilucién en caldo se realiz6 de acuerdo
con el CLSI M27-A3, y se utilizé el inéculo con una concentra-
cién final de 1,5+ 1,0 x 103 cél/ml en medio RPMI-1640, incubado
a 35°C durante 24 - 48 h. La CMI se determiné por la concentra-
cién mas baja capaz de producir la disminucién de la turbidez en
comparacién con el control positivo de los farmacos (fluconazol
y anidulafungina > 50% y anfotericina B>90%). La concentracién
minima fungicida (CMF), realizada para pruebas con anfotericina y
anidulafungina, se determin6 mediante el subcultivo de 10 pL de
cada pocillo de la microplaca que presenté ausencia de turbidez,
en placas que contenian agar Sabouraud con posterior incubacién
a35°Cdurante 48 h.

Andlisis de los resultados

Se realiz6 la media geométrica de las CMI y CMF de cada far-
maco, asi como determinar la concentracién capaz de inhibir el
50% y el 90% de los aislamientos. Se establecieron puntos de corte
clinicos (CBP) de acuerdo con el CLSI>6 para el fluconazol (aisla-
mientos sensibles: CMI < 8 wg/ml; de 16 a 32 .g/ml, aislamientos
sensibles con dependencia de la dosis, y > 64 g/ml, resistentes),
anidulafungina (<2 pg/ml, sensibilidad, y>2 p.g/ml, aislamientos
no sensibles) y anfotericina B (<1 pg/ml, aislamientos sensibles,
y > 2 pg/ml, resistentes). También se evaluaron los CBP de acuerdo
con Pfaller et al.!>1921 que describieron que concentraciones<1
y>1pug/ml de anfotericina B son consideradas de sensibilidad y
resistencia, respectivamente. Con relacién al fluconazol, cepas con
concentraciones <2 pg/m son consideradas sensibles, con 4 pg/ml,
sensibles dependientes de la dosis, ycon > 8 ug/ml, resistentes.
Para la anidulafungina, los aislamientos con valores <2 mg/ml
son considerados sensibles, con 4 mg /ml intermedios, y resis-
tentes a partir de 8 mg /ml. Por otra parte, se obtuvieron los
puntos de corte epidemiolégicos (ECV) para los farmacos utiliza-
dos, de acuerdo con Turnidge et al.?, que consideran la distribucién
de la CMI obtenida, la moda de la CMI de cada uno de los fairmacos
y la variabilidad de la prueba. En general, el ECV es aproximada-
mente 2 diluciones sobre la moda, y abarca un 95% de los valores
deladistribucién de la CMI obtenidos. Estos ECV son medidas sensi-
bles para valorar aislamientos emergentes con menor sensibilidad
a los mencionados farmacos.

Resultados

El nimero de aislamientos de C. albicans de hemocultivos obte-
nidos durante 10 afios de estudio (1999 a 2009) y su sensibilidad a
cada uno de los antiftingicos utilizados en este trabajo, de acuerdo
con los valores CMI y ECV, se describen en la tabla 1.

Los valores de las CMIy CMF de los farmacos: fluconazol, la anfo-
tericina B y la anidulafungina frente a los aislamientos de C. albicans
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Tabla 1
Sensibilidad de los aislamientos de C. albicans obtenidos de hemocultivos, frente a
anfotericina B, anidulafungina y fluconazol, en el periodo de 1999 a 2009

Farmacos (ECV pg/ml) Ano n CMI (pg/ml)
Rango Moda
Anfotericina B (1 pwg/ml) 1999 2 0,015-0,03 -
2000 4 0,125-0,25 0,125
2001 3 0,03-0,125 0,03
2002 6 0,03-0,25 0,125
2003 3 0,03-0,125 0,03
2004 1 0,25 -
2005 20 0,003-0,25 0,03
2006 42 0,015-0,5 0,06
2007 25 0,003-0,25 0,03
2008 22 0,03-0,25 0,06
2009 25 0,03-0,25 0,06
Anidulafungina (1 pg/ml) 1999 2 0,003 -
2000 4 0,003-0,06 0,015
2001 3 0,03-0,125 0,03
2002 6 0,003-0,125 0,007
2003 3 0,03-0,125 0,03
2004 1 0,003 -
2005 20 0,0015-0,06 0,003
2006 42 0,0015-0,5 0,003
2007 25 0,003-0,25 0,015
2008 22 0,003-0,25 0,125
2009 25 0,003-0,125 0,06
Fluconazol (1 pg/ml) 1999 2 0,125-0,25 -
2000 4 0,125-0,5 0,25
2001 3 0,125-0,25 0,125
2002 6 0,25-4 0,5
2003 3 0,25-0,5 0,25
2004 1 0,5 -
2005 20 0,125-64 0,25
2006 42 0,125-16 0,125
2007 25 0,125-8 0,125
2008 22 0,125-2 0,125
2009 25 0,125-8 0,125

CMI: concentracién minima inhibitoria; ECV: puntos de corte epidemiolégicos.

se describen en la tabla 2. Cuando se compararon los resultados del
promedio geométrico de las CMI de los 3 farmacos, se pudo obser-
var que el valor mas bajo se obtuvo para la anidulafungina; sin
embargo, el valor mas bajo de CMlIgg fue observado para la anfo-
tericina B, y el valor mayor para el fluconazol. Al mismo tiempo,
con relacién al CMFgg, no se observé ninguna diferencia entre la
anfotericina B y la anidulafungina. Por otro lado, el fluconazol es
clasificado como fungistatico.

De acuerdo con el CLSI>S, todas las cepas fueron sensibles a la
anidulafungina, conla CMly la CMF < 1 pg/ml. No obstante, cuando
se compar6 con el ECV, un 3% (n=4) de los aislamientos present6
valores mas altos. En relacién con el fluconazol, un 96% (n = 148) fue
caracterizado como sensible, un 3% (n=4), como sensible depen-
diente de la dosis, y un 1% (n=1), como resistente. Asimismo, se
observé que un 21% (n=31) de los aislamientos present6 valores
mayores que el ECV. Con relacién a la anfotericina B, todos los
aislamientos fueron susceptibles; solo un aislamiento se caracte-
riz6 como resistente en base a la concentracion fungicida. Ademas,
el 1,5% (n=2) de los aislamientos presenté valores mayores a los
valores de ECV.

Cuando se utilizé la clasificacién hecha por Pfaller et al.!>19:21,
todas las cepas resultaron sensibles a la anidulafungina. Con rela-
cién a la anfotericina B y al fluconazol, hubo cambios en la
clasificacién de las cepas. La comparacién valores obtenidos con
de los antiftingicos de acuerdo con Pfaller et al.'>1921 y el CLSI>6
arrojé diferencias estadisticamente significativas en la prueba de
chi-cuadrado de Pearson, con p=0,035 (tabla 3).

Discusion

El uso de las pruebas de sensibilidad antiftingica in vitro tiene
como finalidad detectar aislamientos de Candida potencialmente
resistentes. De este modo, constituye una ayuda en el tratamiento
rapido y eficaz de la candidiasis'®. EI CBP se utiliza para indicar
cudles de los aislamientos responden cominmente al tratamiento
con la dosis recomendada de cada farmaco, mientras que el ECV
se puede utilizar como una medida mas sensible para las cepas
emergentes con una menor sensibilidad al firmaco utilizado'” y, de
estamanera, larespuesta clinica puede ser diferente de lo esperado.

La mayoria de los aislamientos (96%) fueron sensibles al flu-
conazol; sin embargo, cuando se utiliz6 el ECV, un 21% de los
aislamientos presenté una menor sensibilidad, lo cual no se puede
observar por medio del CBP. Un porcentaje similar han observado
Pfaller et al.'”; segiin los autores, un 15% de los aislamientos pre-
sent6 valores de CMI mayores que el ECV; por otro lado, la mayoria
de los estudios utiliza el CBP®1°-12 con lo cual, se observan resulta-
dos similares a los obtenidos en nuestra investigacién, que describe
a la mayoria como sensibles, y a un 5% de los aislamientos como
resistentes al fluconazol.

Solo un aislamiento fue resistente al fluconazol. Frente a la
anidulafungina, presenté una CMI de 0,003 pg/ml, una de las
concentraciones mds bajas, que demostro, asi, la alta eficacia de
esta equinocandina. Pfaller et al.2? realizaron una prueba con 41
aislamientos resistentes a fluconazol. La CMI90 frente a la ani-
dulafungina fue de 0,06 mg/ml, sin que se encontrara resistencia
cruzada entre ambos antifingicos, aunque no se ha confirmado
que esta resistencia no exista!®. El fluconazol, como todos los azo-
les, actia inhibiendo la enzima lanosterol 14-a-desmetilasa del
citocromo P450, que convertiria el lanosterol en ergosterol, un
constituyente de la membrana celular de los hongos. La resistencia
observada en nuestro estudio puede haber tenido lugar por la can-
tidad y calidad del lugar de unién de la enzima o por la reduccién
del acceso del farmaco a este lugar. Ademas, existe la posibilidad
de la mutacién del gen que codifica el lugar de unioén de la enzima,
con lo que disminuye la afinidad al fluconazol, y su sobreexpresién
resultaria en la necesidad de altas concentraciones del fairmaco para
inhibir la presencia de laenzima en el interior de la célula. Otra posi-
bilidad seriala salida del farmaco por las bombas de eflujo presentes
en el hongo!41°,

Con relacién a la anidulafungina, todos los aislamientos fueron
sensibles de acuerdo con el CBP (tabla 1), mientras que el 3% de estos
presentaron una menor sensibilidad segtin el ECV. La resistencia a
las equinocandinas ha sido relatada en aislamientos de C. albicans,
C. tropicalis y C. krusei, resultante de la mutacién en la subunidad
Fksp de la enzima [3-(1,3)-D-glucano sintasa, sin la necesidad de

Tabla 2
Sensibilidad (g/mL) in vitro de 153 aislamientos de Candida albicans frente a anfotericina B, anidulafungina y fluconazol
Antiflingico CMI (jg/ml) CMF (pg/ml)
MG Rango CMI50 CMIQO MG Rango CMF50 CMFQ[]
Fluconazol 0,4 0,125a 64 0,25 2 - - - -
Anfotericina B 0,06 0,003 a0,5 0,06 0,03 0,12 0,003 a2 0,125 0,25
Anidulafungina 0,017 0,0015a0,5 0,015 0,125 0,05 0,0015a1 0,06 0,25

CMEF: concentracién minima fungicida; CMI: concentracién minima inhibitoria; MG: media geométrica; -: prueba no realizada debido a que el fluconazol es clasificado como

fungistatico.
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Tabla 3

Valores obtenidos con los antiftingicos ensayados, clasificados en sensibles, intermedios, sensibles-dosis dependiente y resistentes, de acuerdo con Pfaller et al. y el Clinical

and Laboratory Standards Institute

Antifingicos Sensible (n) Intermedio/SSD (n) Resistente (n)

A B A B A B
Fluconazol 141 148 3 4 9 1
Anidulafungina 153 153 0 0 0 0
Anfotericina B 151 152 - - 2 1

A: Pfaller et al.'>'921; B: Clinical and Laboratory Standards Institute>®; SSD: susceptible dependiente de la dosis; -: no se dispone de la clasificacién (p=0,035).

que la CMI sea mayor de 2 pug/mL en estos aislamientos® 41620,
Ademas, la menor sensibilidad in vitro a las equinocandinas y el
fracaso clinico no siempre estan vinculados'>.

Varios estudios han tratado de determinar la sensibilidad
de los aislamientos de Candida a las equinocandinas; en ellos,
la mayoria de los valores encontrados fluctuaban entre 0,03 y
0,06 pg/mL!216-18.20.23 '19 que coincide con los resultados de este
estudio. Pfaller et al.’® describen que un 1,2% de los aislamientos
de C. albicans de hemocultivos podrian ser resistentes a anidula-
fungina cuando se utiliza el ECV, de acuerdo con lo que se observo
en este estudio. Por lo tanto, se podria predecir qué aislamientos
podrian responder de manera diferente a lo esperado durante el
tratamiento.

Todos los aislamientos fueron sensibles a anfotericina B, mien-
tras que en el CMF solo uno fue resistente de acuerdo con Pfaller
et al.?', lo que coincide también con Boff et al.?, que demostraron
la sensibilidad de C. albicans a ese farmaco por la CMI y la CMF.
Cuando se utiliz6 el ECV, un 1,5% de los aislamientos presenté valo-
res mayores. Pfaller et al.2! describieron un valor de ECV mayor
(2 pg/ml) que en nuestro estudio. La resistencia a la anfotericina B
puede estar asociada con el aumento o disminucién de los esteroles
de la membrana o, incluso, con la producciéon de proteinas y enzi-
mas fiingicas que actuarian en el firmaco’, lo que puede explicar
el fracaso del tratamiento.

Pfaller et al.'>1921 han descrito diferencias en los CBP utiliza-
dos por CLSI>®; esto también se observd en nuestro estudio, con
diferencia estadistica y p=0,035 (tabla 3).

Con estos nuevos CBP, que son especificos de especie, se pue-
den identificar aislamientos resistentes y que fueron previamente
catalogados como sensibles, con un resultado satisfactorio en el
tratamiento’>1°, De esta manera, deberian considerarse estos nue-
vos CBP en los CLSI.

La mayoria de los estudios sobre la sensibilidad in vitro solo uti-
liza la CMI y, en comparacién con este estudio, los aislamientos
de C. albicans serian sensibles a anfotericina B'481112, No obs-
tante, a través de la CMF, un aislamiento seria resistente, lo que
demuestra la importancia de esta evaluacién. Cuando se test6 el
aislamiento resistente a la anfotericina B frente a la anidulafungina,
se observé que era sensible y presentaba la concentracién mas baja
(0,0015 pg/ml). Pfaller et al.”! y Rambach et al.?? utilizaron, ade-
mas del CBP, el calculo del ECV, lo que demostro la importancia del
seguimiento de especies con sensibilidad reducida.

Utilizar solamente el valor de CMI elevado para definir la resis-
tencia frente a un farmaco no es suficiente, es necesario tener en
cuenta las caracteristicas de la posible mutacién del gen de la resis-
tencia, lo que es posible a través del ECV.

Conclusion

Con los resultados de este trabajo se concluy6 que los aislamien-
tos de C. albicans presentan mayor sensibilidad a anidulafungina;
sin embargo, los valores mas bajos obtenidos en el 90% de los aisla-
mientos (CMlIgg ) se deben a la accién de la anfotericina B. Asimismo,
a través del ECV y la nueva clasificacién descrita por Pfaller, los

aislamientos podrian ser resistentes a fluconazol, lo que demuestra
la importancia de la asociacién y revision de estos parametros.
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