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Se ha realizado un estudio de sensibilidad in vitro a la anfotericina B, 5-fluoroci-
tosina, fluconazol, itraconazol, ketoconazol y tioconazol, en el que se han inclui-
do 181 cepas pertenecientes a seis especies del género Candiday 21 de
Cryptococcus neoformans con el fin de conocer los niveles de resistencia a los
nuevos derivados antifingicos. Se ensayaron aislamientos clinicos procedentes
de 200 pacientes del Hospital del Mar (Barcelona) y del Hospital La Inmaculada
(Almeria) que fueron evaluados mediante una técnica de difusion en agar
(NeoSensitabs®©, Rosco, Taastrup, Dinamarca), que utiliza tabletas estandariza-
das disponibles comercialmente. Destaco la elevada tasa de sensibilidad a la
anfotericina B y el porcentaje de resistencia obtenido para la 5-fluorocitosina
(19%), especialmente entre las cepas de C. neoformans que ademas fueron
sensibles a los derivados azdlicos, asi como las de Candida guilliermondii.
Destacaron los altos porcentajes de sensibilidad obtenidos para los mismos anti-
fungicos en Candida albicans 'y Candida parapsilosis. Los mayores indices de
resistencia para el itraconazol, fluconazol y ketoconazol se encontraron entre las
cepas de Candida tropicalis, Candida krusei y Candida glabrata. Diez de las
cepas resistentes resultaron ser sensibles al itraconazol mientras que otras dos
resistentes a éste, fueron sensibles para el fluconazol. Estos resultados permi-
ten considerar que la resistencia cruzada entre ambos triazoles no es general.

Sensibilidad in vitro, Antifl’mgicos, Fluconazol, Itraconazol, Tioconazol,
Ketoconazol, Triazoles, Resistencia cruzada

In_ v_itro _resistance to qu_conazoIe and itraconazole in
clinical isolates ofCandidaspp andCryptococcus neo-
formans

An in vitro susceptibility testing of 181 strains of six species of Candida and 21
strains of Cryptococcus neoformans was carried out in order to investigate the
resistance to new antifungal drugs. We have studied clinical isolates from 200
different patients of Hospital del Mar (Barcelona) and Hospital La Inmaculada
(Almeria). An agar diffusion method (NeoSensitabs©, Rosco, Taastrup,
Denmark), was employed with fluconazole, itraconazole, and reference drugs
amphotericin B, flucytosine, tioconazole and ketoconazole. A high level of sus-
ceptibility was found for amphotericin B in C. neoformans strains while 19% of
them were resistant to flucytosine. All the strains of C. neoformans and Candida
guilliermondii were susceptible to the new azoles derivatives and also Candida
parapsilosis and Candida albicans had a great susceptibility to this antifungals. A
greater level of resistance was found for Candida krusei, Candida tropicalis and
Candida glabrata to fluconazole, itraconazole and ketoconazole, but resistance
to fluconazole and itraconazole is not always linked because ten resistant strains
for fluconazole were susceptible to itraconazole, and two other resistant to itra-
conazole were susceptible to fluconazole.

In vitro susceptibility, Antifungals, Fluconazole, Itraconazole, Tioconazole,
Ketoconazole, Triazoles, Cross resistance
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A consecuencia del aumento de las micosis oportu-dilucion fue hecha en la relacién de 1:10. La incubacion
nistas, mayoritariamente en pacientes hospitalizados y erse realiz6 a 35C durante 20 a 24 h a excepcion de las
enfermos de sida acompafiado de una elevada morbimoreepas deC. neoformansque se hizo a 3€C. La lectura
talidad [1,2] y aunque de forma no tan espectacular comode los halos de inhibicion permitié la clasificacion de las
en el caso de los antibacterianos, se ha producido un grasepas en sensibles, resistentes o de sensibilidad moderada,
desarrollo en el campo de la terapia antifingica. Asi, siempre de acuerdo a criterios de sensibilioagitro
durante la Ultima década se han introducido, nuevos agen{Tabla 1). Se utilizé también un criterio mucho mas res-
tes antimicGticos tanto de uso topico como sistémico trictivo, consistente en una reduccién de los limites de sen-
[3,4]. sibilidad aplicable para algunos antifingicos, cuando se

El estudio de la sensibilidad vitro a los antifiin- trata de aislamientos de micosis sistémicas severas [14].
gicos ofrece la posibilidad de obtener datos relativamente
fiables a la hora de seleccionar el farmaco mas adecuado
para el tratamiento de las infecciones fl]ngicas [5] Tabla 1. Criterios de lectura e interpretacion de los halos de inhibicion (en
Mediante ello S.e consigu_e una va_llqra(;ic')n cuantitativa degwarg)adgnlgféig?&e;de difusiéon en agar para la determinacion de la sensibili-
las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) caracte-

risticas de un aislamiento clinico frente a un antifingico y Antifingico Sensible Sensibilifad Resistente
de forma cualitativa su resistencia o sensibilidad a esta
sustancia. La utilidad de estos valores radica en la predic «,ericina 8 215 10-14 sin halo
cion de la respuesta clinica y la explicacion de los fallos 1215 10-14 <9
terapéuticos [6-11]. 5-fluorocitosina 220 12-19 <11
Creimos necesario conocer los niveles de resisten- 1220 12-19 <11
cia y sensibilidad de las levaduras de interés clinico, a losFluconazol =20 12-19 <11
nuevos derivados triazolicos de cara a su uso terapéutico 1230 2329 s22
hospitalario y a la vista de la polémica desatada sobre ldtraconazol 215 10-14 sin halo
existencia de fendmenos de resistencia cruzada entre 1220 12-19 <11
diversos antifungicos azdlicos. Tioconazol 220 12-19 <11
Ketoconazol =220 12-19 <11
MATERIALES Y METODOS 1230 23-29 =22

1 Criterio restrictivo aplicable para levaduras aisladas de micosis sistémicas severas.

Realizamos un estudio para conocer la sensibilidad
in vitro de 181 cepas pertenecientes a seis especies del
géneroCandiday 21 cepas de la esped@yptococcus Estadistica Los valores obtenidos se procesaron
neoformansaisladas de 200 pacientes, por medio de unacon paquete estadistico SPSS PCO® version 5.0 (SPSS,
técnica de difusién en agar que permitiera situar los nive-USA) para IBM®©. El grado de concordancia o grado de
les de resistencia al fluconazol e itraconazol en nuestroacuerdo entre la sensibilidad a los distintos antifangicos se
entorno. comprobd mediante el indice de Kappa, mientras que se
aplico el estadistico de modelo de efectos fijos (de hipote-
Antifingicos. Ademas del fluconazol e itraconazol sis lineales) para contemplar los niveles aparecidos dentro
se incluyeron anfotericina B, 5-fluorocitosina, tioconazol de un mismo antifingico. En ambos tests se tomé un valor
y ketoconazol como sustancias de referencia. Los antifiin-de p<0,01.
gicos fueron suministrados por Rosco (Taastrup,
Dinamarca), en forma de tabletas estandarizadas de 9 mm
de diametro (NeoSensitabs®©), con carga de antifungicoRESULTADOS
difusible de 1 ug para la 5-fluorocitosina, de 10 ug para la
anfotericina B, itraconazol y tioconazol y de 15 pg para el Destacaba el elevado porcentaje de cepas sensibles
fluconazol y el ketoconazol. y la ausencia de resistencias obtenidas para la anfotericina
B entre las cepas dgandiday CryptococcusNo se halla-
Cepas Las cepas fueron aisladas de pacientes dife-ron diferencias estadisticamente significativas entre la
rentes del Hospital del Mar (Barcelona, Espafia) y el sensibilidad de las seis especiedadidapara este anti-
Hospital de La Inmaculada de Huércal-Overa (Almeria, fangico (Student-Newman-Keuls). Para la 5-fluorocitosi-
Espafia). Se emplearon un total de 81 cepaSatelida na y los derivados azélicos las tasas de sensibilidad y
albicans,3 de Candida guilliermondii, 10 deCandida resistencia obtenidas fueron variables dependiendo de la
krusei, 13 deCandida parapsilosis36 deCandida tropi- especie y el antifingico estudiado (Tabla 2). Todas las
calis, 38 deCandida glabrata todas ellas aisladas de cepas deC. neoformany C. guilliermondiifueron sensi-
orina y 21 deC. neoformangrocedentes de liquidos cefa- bles a los derivados azdlicos, destacando los elevados
lorraquideos. La identificacion se realiz6 por medio de valores de sensibilidad obtenidos €n parapsilosisy
métodos morfologicos y bioquimicos estandarizados (API C. albicansa estos mismas sustancias. Los niveles de sen-
ATB ID 32C, bioMérieux, Francia) [12]. sibilidadin vitro superiores correspondieron al itraconazol
(89,1%), seguidos de tioconazol (84,3%), fluconazol
Estudio de la sensibilidadn vitro. Se emple6 una  (69,7%) y ketoconazol (69%). En cuanto a las tasas de
técnica de difusion en agar que utiliza el medio modifica- resistencia, obtuvimos un alto porcentaje para la 5-fluoro-
do de Shadomy (base de nitrogenada de levadura, glucoseitosina (19%), sobre todo entte neoformang47,6% de
y asparagina a pH 7) [13]. Los inoculos, preparados enresistencia) yC. tropicalis (38,9% de resistencia). Los
solucion salina estéril, se obtuvieron a partir de cultivos nuevos derivados triazolicos, fluconazol e itraconazol,
de 24 h en agar de Sabouraud cloranfenicol. Estos contepresentaron valores de resistencia similares entre si (cer-
nian 5x16 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml canos al 9% y 8%, respectivamente) superiores a los del
equivalente al grado 0,5 de la escala McFarland, que fuetioconazol e inferiores a los de ketoconazol. A pesar de
diluida posteriormente en una proporcién de 1:1 en solu-esta similitud de los datos de resistencia al fluconazol e
cion salina estéril. En el caso de las cepaS.deusej esa itraconazol, dos cepas @e parapsilosiqjue fueron resis-
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Tabla 2. Resultados de sensibilidad obtenidos en 202 cepas de Candida spp y Cryptococcus neoformans por medio de una técnica de difusion en agar.

Especie Anfotericina B 5-fluorocitosina Fluconazol Itraconazol Tioconazol Ketoconazol
C. albicans S 55 77 7 81 76 76
(n=81) | 26 2 4 0 3 4
R 0 2 0 0 2 1
C. guilliermondii S 2 3 3 3 3 3
(n=3) | 1 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0
C. krusei S 3 7 0 7 3 0
(n=10) | 7 0 5 1 7 4
R 0 3 5 2 0 6
C. parapsilosis S 3 9 10 10 11 9
(n=13) I 10 2 3 1 2 4
R 0 2 0 2 0 0
C. t ropicalis S 7 17 22 28 27 20
(n=36) | 29 5 10 2 5 4
R 0 14 4 6 6 12
C. glabrata S 9 18 8 30 29 8
(n=38) | 29 13 21 2 5 17
R 0 7 9 6 4 13
C. neoformans S 19 9 21 21 21 21
(n=21) | 2 2 0 0 0 0
R 0 10 0 0 0 0

S: cepas sensibles; I: cepas con sensibilidad moderada; R: Cepas resistentes.

tentes al itraconazol no lo eran al fluconazol mientras queautores apuntan la relacion existente entre los mecanismos
diez cepas resistentes al fluconazol no lo eran al itraconade resistencia y los factores dependientes del antifiingico
zol entre ellas cuatro de. albicans La totalidad de cepas y del hongo, entre los que incluyen la posibilidad de inac-
deC. kruseituvieron una sensibilidad intermedia o mode- tivar las sustancias, la ausencia, proteccién o modificacion
rada al fluconazol, siendo ésta la especie que mostrd urde los puntos de accién que son conocidos como dianas
mayor porcentaje de resistencia para todos los antifingi-[28,29]. La aparicion del fendmeno de resistencia a los
cos azodlicos, a excepcion del tioconazol. El resto de cepasntifingicos, como la anfotericina B, a juicio de algunos
resistentes al fluconazol correspondiero@.aglabrata investigadores, no parece representar un problema clinico
(23,7%) y aC. tropicalis (11,1%). Para el itraconazol, importante [30] por cuanto no se trata de células viables
esos tres géneros resultaron ser también los mas resisteiue ademas suelen ofrecer otro tipo de dianas que podrian
tes aunqueC. kruseiofrecié una mayor sensibilidad al ser utilizables para el uso de antifingicos alternativos
itraconazol que al fluconazol. De forma comparativa el [31,32].

fluconazol fue el antifingico al que fueron resistentes un No detectamos cepas resistentes para la anfoterici-
menor nimero de cepas @e tropicalisentre los deriva- na B, aunque algunas de ellas (51%) tuvieron una sensibi-
dos azdlicos. lidad intermedia por medio de esta técnica de difusién en
i agar. Coincidimos asi con los datos publicados por
DISCUSION Arévalo y cols quienes utilizaron un micrométodo de dilu-

cion en medio liquido [33]. Confirmamos también los

A pesar de que ciertas variables pueden influir datos obtenidos en nuestro laboratorio, con el mismo
sobre la actividadn vitro de un antifungico [15,16], las método y de cepas de origen clinico aisladas en un perio-
técnicas de estudio de la sensibilidadvitro tienen un do anterior [18,24], no habiéndose observado variacion.
elevado interés [6], haciéndose en este sentido continuo€n cuanto a los valores de resistencia para la 5-fluorocito-
intentos de normalizacion y estandarizacién que han fruc-sina (19%), si son superiores a los citados en una revisién
tificado en diversas conclusiones [15-23]. de Scholer y Polak [27] y que publicados por otros inves-

En estudios previos ya se habia descrito la utilidad tigadores procedian de estudios hechos con cepas aisladas
de las técnicas de difusion en agar [18,24,25], para la evaen Europa hace mas de 20 afios.
luacion de la sensibilidaith vitro a los antifingicos. La Para los antifungicos azélicos la influencia que
relacion existente entre los resultados obtenidos por medicejercen variables como el medio de cultivo, el pH, el
de estas técnicas y las de microdilucion en medios liqui-tamafio de indculo o los criterios de lectura [15], provoca
dos ya fue citada por Drouhet y cols [26]. la apariciébn de una amplia gama de porcentajes de resis-

Se ha demostrado la influencia de factores geogra-tencia en la bibliografia en funcién tanto del método
ficos sobre las tasas de resistencia publicadas para la anfempleado como del laboratorio que lo practica. No obser-
tericina B y la 5-fluorocitosina, al ponerse de manifiesto vamos cepas d€. albicansresistentes a fluconazol,
las diferencias entre los aislamientos de distintos paisesmientras que los porcentajes de sensibilidad y resistencia
[27]. Asi mismo la existencia de cepas resistentes a laobtenidos para esta sustancia coincidieron con los publica-
anfotericina B se ha relacionado con un tratamiento previodos por Sandven y cols [14]. En esta referencia y utilizan-
con derivados azdlicos, que caracterizados por afectar a lalo la misma técnica con 212 aislamientosCdalbicans
membrana celular (reduccién de la sintesis de ergosterolse describe un 95% de cepas sensibles. Por el contrario
pueden provocar la seleccibn de mutantes [28]. resultaron ser notablemente inferiores a los citados por
Igualmente, este hecho es asociado con tratamientos antiMiller [34] que emplearon también una técnica analoga
neoplasicos que mediante la seleccion de cepas resisterde difusiéon en agar.
tes, podrian evitar el dafio causado por procesos Obtuvimos diez cepas resistentes al fluconazol que
oxidativos inducidos por este antifungico [28]. Algunos eran sensibles a itraconazol y solo dos que siendo sensi-



Resistencia a fluconazol e itraconazol en Candiday Cryptococcus
Carrillo FJ et al.

bles al fluconazol eran resistentes al itraconazol. Debeen medio liquido, considerandose que las cepas con con-
afiadirse que el estudio estadistico reveld la existencia deentraciones minimas inhibitorias (CM## pug/ml son
una concordancia deficiente entre la sensibilidad a los dogesistentes a la anfotericina B, C¥12 pg/ml lo son al
triazoles (Kappa = 0,30). En el trabajo publicado por fluconazol, CMI>16 pg/ml para la 5-fluorocitosina,
Arévalo y cols [33] el nUmero de cepas @ealbicans CMI 20,5 pg/ml al itraconazol y CMi#2 al ketoconazol.
resistentes a estos dos antifingicos triazélicos tampoco En relacion al ketoconazol se demostro la existen-
coincide entre si, a pesar de obtenerse también valoresia de una sensibilidad (69%) de las cepas estudiadas,
similares a los nuestros. En la bibliografia, la mayor parte inferior a la de los otros cuatro derivados azélicos. Para el
de las resistencias al fluconazol se atribuyéh kruseiy tioconazol, antifungico de tipo imidazolico que no se
C. glabrataespecies que se también son citadas por suemplea por via sistémica y que se incluy6 en el estudio
reducida sensibilidad [35]. No obstante se describen cepapor su significativa actividath vitro, observamos la
de C. albicansresistentes a este antifiungico [14]. En la menor tasa de resistencia. La concordancia mejor, obteni-
existencia de cepas con una reducida sensibilidad al fluco-da entre la sensibilidad a los derivados azolicos fue la
nazol y sensibles al itraconazol asi como la ausencia deexistente entre fluconazol y ketoconazol con un indice
resistencia cruzada entre ambas sustancias, podria a estilappa de 0,71 entre los que ademas obtuvieron porcenta-
involucrada la facilidad con la que el itraconazol es capazjes de cepas sensibles similares. Tanto para ketoconazol
de penetrar en el citoplasma a través de la membrana plaszomo para el tioconazol, entre otros imidazoles, se citan
matica [36]. reducidas tasas de resistencia, con la excepcion de cepas
Debe sefalarse que cuando se aplico un criterio deaisladas tras tratamientos prolongados con azoles o en
interpretacién de los halos de inhibicién mucho mas selec-casos de pacientes afectados de sida [37].
tivo (Tabla 1), basado en la necesidad de detectar aisla- A la vista de estos resultados puede apuntarse la
mientos de infecciones sistémicas con una reducidadificultad de afirmar, con certeza, la existencia absoluta
sensibilidad, los porcentajes de resistencia crecieron en etle un fendmeno de resistencia cruzada entre los antifingi-
caso del fluconazol. Para este antifingico se produjo uncos azolicos, fundamentado en la presencia de mecanis-
incremento del 9% al 39,8% mientras que para el itraco-mos de accion similares entre todos ellos. Ademas es
nazol no se observaron cambios, variando solo el porcennecesario a la vista de los fenbmenos emergentes de resis-
taje de cepas con sensibilidad intermedia 0 moderada coriencia ya detectados [14,29,36], continuar la practica del
un incremento del 3% al 20,9%. Al aplicar ese criterio con estudio de la sensibilidad vitro no s6lo a los nuevos
las cepas sensibles, la concordancia entre la sensibilidad derivados triazélicos, sino a cualquier nuevo agente anti-

las dos sustancias resulté ser méas deficiente, existiendo 24ingico una vez sea introducido en la terapia.
cepas sensibles a itraconazol que eran resistentes a fluco-
nazol, mientras que solo a una cepa le sucedié lo contra-
rio. Este hecho se produjo & albicans(0% de
resistencia y 12,3% al aplicar tamafios de diametro infe-
riores) coincidiendo con los datos publicados por Sandven
y cols [14], para quienes esta levadura desarrolla una
resistencia emergente en pacientes que reciben tratamien-
tos prolongados con fluconazol. Ello podria explicar la
existencia de cierto numero de cepas que resultan proble-
maticas durante el tratamiento. La aplicacion de este crite-
rio supone un acercamiento a los criterios de sensibilidad
y resistencia dominantes en las técnicas de microdilucion
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