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El objetivo principal de este trabajo ha sido determinar la sensibilidad in vitro a
los antimicóticos de uso clínico más habitual de aislamientos clínicos de
Candida procedentes de pacientes infectados por el VIH o con sida, teniendo en
cuenta si padecían o no candidosis oral. Para ello, se examinó la cavidad oral
de 307 pacientes y les fue tomada una muestra oral con hisopo estéril que pos-
teriormente fue procesada por métodos micológicos convencionales. La sensibi-
lidad a anfotericina B, nistatina, fluconazol, itraconazol y ketoconazol, se
determinó por difusión en agar empleando tabletas Neo-Sensitabs® (Rosco
Diagnostica, Dinamarca).
Se obtuvieron 135 aislamientos de Candida albicans (91 del serotipo A, 38 del
serotipo B, tres C. albicans variedad stellatoidea y tres aislamientos no fueron
tipificados), tres Candida krusei y dos Candida glabrata. Ninguno de los 140 ais-
lamientos presentó resistencia a nistatina o anfotericina B. Sin embargo, se
observaron resistencias in vitro al fluconazol en el 7,9% de los aislamientos y en
un 2,9% de los mismos a ketoconazol e itraconazol. Casi todos los aislamientos
de C. krusei y C. glabrata, el 31% de los aislamientos de pacientes con candido-
sis y el 20% de los de pacientes colonizados por Candida mostraron una sensi-
bilidad disminuida a los azoles. El presente estudio muestra que los antifúngicos
poliénicos tienen gran eficacia in vitro sobre los aislamientos de pacientes infec-
tados por el VIH y que la resistencia in vitro a los azoles no es tan elevada como
la observada en otros países.
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In vitro antifungal resistance in Candida albicans
from HIV-infected patients with and without oral
candidosis
The main purpose of this study has been to determine the in vitro antifungal
susceptibility of clinical isolates from HIV-infected or AIDS patients, depending
on the presence of oral candidosis. The oral cavity of 307 HIV-infected or AIDS
patients was examined and an oral swab was cultured on Sabouraud glucose
agar and studied by conventional mycological methods. In vitro antifungal sus-
ceptibility to amphotericin B, nystatin, fluconazole, itraconazole  and ketoconazo-
le was tested by disk diffusion with Neo-Sensitabs tablets (Rosco Diagnostica,
Dinamarca).
One hundred and thirty five Candida albicans isolates (91 serotype A, 38 seroty-
pe B, three C. albicans variety stellatoidea and three untyped isolates), three
Candida krusei and two Candida glabrata were obtained. All the isolates were
susceptible to nystatin and amphotericin B. However, 7,9% isolates were resis-
tant to fluconazole and 2,9% isolates were resistant to ketoconazole or itracona-
zole. Nearly all C. krusei and C. glabrata isolates, 31% patients with candidosis
and 20% Candida-colonized patients showed decreased susceptibility to azoles.
This study shows that polyenes had a great in vitro efficacy against clinical isola-
tes from HIV-infected patients and that in vitro resistance to azoles is not as high
as observed in other countries.
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La candidosis oral ha sido ampliamente asociada a
estados de inmunodepresión y se ha establecido su valor
pronóstico en el curso de la infección por VIH [1-4]. El
tratamiento y control de la candidosis es importante den-
tro de las pautas terapéuticas  del sida y está basado en el
empleo racional de antimicóticos azólicos, principalmente
de fluconazol (FLZ) [5-9]. Aunque es indudable el valor
terapéutico de los antifúngicos azólicos, en los últimos
años se han observado episodios de candidosis orales que
no respondían adecuadamente a este tratamiento y se han
descrito aislamientos clínicos de Candidaque eran resis-
tentes in vitro a ketoconazol (KTZ), FLZ y/o itraconazol
(ITZ) [10-12]. Por otra parte, no se ha establecido si la
patogenicidad de los aislamientos y su relación con la
manifestación clínica de la infección candidósica tiene
relación con una menor sensibilidad in vitro a los antifún-
gicos empleados. 

El objetivo de este trabajo ha sido determinar la
sensibilidad in vitro a los antifúngicos de uso habitual,
como anfotericina B (AMB), nistatina (NIST), FLZ, ITZ y
KTZ, de las cepas de Candidaaisladas de pacientes infec-
tados con el VIH con o sin sida, valorando la presencia o
no de candidosis oral.

MATERIAL Y MÉTODOS

Pacientes. Los pacientes fueron seleccionados ale-
atoriamente entre los atendidos en las consultas externas
de la Unidad de Enfermedades Infecciosas-VIH del
Servicio de Medicina Interna del Hospital Regional Carlos
Haya de Málaga, durante un periodo tres meses consecuti-
vos. Los pacientes debían haber sido diagnosticados de
infección por VIH para ser incluidos en el estudio.
A todos ellos se les realizó un exhaustivo examen de su
cavidad bucal buscando la presencia o no de candidosis
oral, el tipo clínico de la candidosis, así como su ubica-
ción topográfica.

Recogida y procesado de las muestras orales.
A los pacientes seleccionados se les tomó una muestra con
hisopo estéril de toda la cavidad bucal. Las muestras ora-
les fueron sembradas en agar glucosado de Sabouraud con
cloranfenicol (Difco, EE.UU.) y se incubaron en estufa a
37 °C durante 48-72 h. La identificación de las levaduras
aisladas se realizó por métodos convencionales [13]. La
serotipificación de los aislamientos de Candida albicans
fue realizada por inmunofluorescencia indirecta utilizando
el anticuerpo monoclonal B9E, según hemos descrito
anteriormente [14].

Sensibilidad in vitro a los antifúngicos. Para deter-
minar la sensibilidadin vitro a los antifúngicos se utiliza-
ron tabletas (AMB, 10µg; NIST, 50 µg; KTZ, 15 µg; FLZ,
15 µg;  e ITZ, 10µg) Neo-Sensitabs® (Rosco, Dinamarca)
depositadas en placas de agar con un medio tamponado de
base de levadura nitrogenada, glucosa y asparragina que
previamente habían sido inoculadas mediante inundación
con una dilución 1:2 de una suspensión celular ajustada a
0,5 MacFarland (más diluida, 1:10 en el caso de
Candida krusei), realizando la incubación de las placas a
35°C y la lectura a las 18-24 h. Los diámetros de los halos
de inhibición fueron medidos con un calibre (Mitutoyo,
Japón) y las cepas fueron clasificadas como resistentes,
sensibles o de sensibilidad intermedia o dosis-dependiente
al antifúngico estudiado, en virtud del diámetro del halo
de inhibición (DHI). La clasificación por categorías de
sensible (≥ 15 mm), de sensibilidad intermedia (14-10
mm) o resistente (≤ 9 mm) a AMB y NIST; sensible (≥ 30
mm), de sensibilidad intermedia (29-23 mm) o resistente
(≤ 22 mm) a KTZ y FLZ; y sensibilidad (≥ 20 mm), de
sensibilidad intermedia (19-12 mm) o resistente (≤ 11

mm) a ITZ, se hicieron de acuerdo con las instrucciones
de los fabricantes [15,16]. Las cepas de referencia utiliza-
das en el estudio incluían C. albicansAmerican Type
Culture Collection (ATCC, EE.UU.) 90028 sensible a
FLZ (DHI= 37-40 mm), C. albicansATCC  90029 sensi-
ble a FLZ (DHI= 35-40 mm), C. albicansY01.09  sensi-
ble a FLZ (DHI= 37-39 mm, Pfizer, Reino Unido),
C. albicansY01.19 resistente a FLZ (DHI= 13-15 mm,
Pfizer), C. albicansATCC 64548 sensible a todos los
antifúngicos estudiados, C. albicansATCC 64550 resis-
tente a ITZ (DHI= 0-11 mm), Candida glabrataATCC
90030 resistente a FLZ (DHI= 11-13 mm) y C. glabrata
2238NL resistente a AMB (DHI= 9-13 mm, Rosco),
Candida parapsilosisATCC 22019 sensible a FLZ (DHI=
33-35 mm) y C. kruseiATCC6258 resistente a FLZ
(DHI= 11-14 mm).

Análisis estadístico. Los datos obtenidos recibieron
un tratamiento estadístico utilizando el programa Epi info
(versión 5.01). Se calculó la media y la desviación están-
dar de las variables cuantitativas de interés. Se empleó la
prueba de chi al cuadrado para la comparación de propor-
ciones y variables cualitativas, aceptando un intervalo de
confianza del 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Se estudiaron 307 pacientes (de 32,3 años, con un
rango que oscilaba entre 15 y 61 años) con infección por
VIH, de los que 140 (104 varones y 36 mujeres) estaban
colonizados o infectados por Candida. De los 140 aisla-
mientos orales, 135 fueron C. albicans, siendo 91 del
serotipo A, 38 del serotipo B, tres de la variedad stellatoi-
deay no se pudo determinar el serotipo de tres aislamien-
tos.  Además se aislaron tresC. kruseiy dos C. glabrata.

Ninguno de los 140 aislamientos fue resistente in
vitro a NIST o a AMB. Sin embargo, 11 aislamientos fue-
ron resistentes a FLZ (siete eran C. albicansy de estos,
cinco del serotipo A) y cuatro a KTZ (dos eran C. albi-
cansdel serotipo A). Nueve aislamientos presentaron sen-
sibilidad intermedia a este último antimicótico (siete eran
C. albicans). En relación al ITZ, cuatro aislamientos de
C. albicans(tres del serotipo A) fueron resistentes y tres
(todos del serotipo A) de los siete aislamientos que pre-
sentaron sensibilidad intermedia pertenecían a esta espe-
cie (Tabla 1). 

Los tres aislamientos de C. albicansvariedad ste-
llatoidea fueron sensibles in vitro a todos los antifúngicos
evaluados. Uno de los dos aislamientos de C. glabrata fue
resistente al FLZ y mostró sensibilidad intermedia al KTZ
y al ITZ. En el caso de C. krusei, los tres aislamientos fue-
ron sensibles a la NIST, mostraron resistencia al FLZ, y
dos de ellos también mostraron resistencia al KTZ y el
otro una sensibilidad intermedia. La sensibilidad al ITZ de
los tres aislamientos de C. kruseise clasificó como dosis-
dependiente.

La historia médica reveló que 38 pacientes estaban
siendo tratados con FLZ, bien como terapia profiláctica
intermitente o como tratamiento continuo. Se aisló
Candidaen más de la mitad de estos pacientes (58%).
Cinco de 15 aislamientos evaluados (33%) eran resistentes
in vitro al FLZ. 

De los 58 aislamientos obtenidos de pacientes con
candidosis, seis (10,3%) fueron resistentes al FLZ, uno al
KTZ (1,7%) -cinco mostraron sensibilidad intermedia- y
dos al ITZ (2,4%) -cuatro presentaron sensibilidad inter-
media- (Tabla 2). De los 82 aislamientos de pacientes sin
candidosis, cinco (6 %)  fueron resistentes al FLZ, tres
(3,6%) al KTZ -cuatro exhibieron sensibilidad intermedia-
y dos al ITZ -tres con sensibilidad intermedia-. No hubo
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diferencias estadísticamente significativas en la sensibili-
dad o resistencia al FLZ o al resto de los azoles cuando se
tenía en cuenta si los aislamientos procedían de pacientes
con candidosis o de colonización oral no asociada a candi-
dosis.

DISCUSIÓN

La candidosis oral es una de las complicaciones
más frecuentes de los sujetos infectados por el VIH y de
los pacientes con sida, por lo que el control y tratamiento
de esta infección oportunista juega un papel fundamental
en la evolución de la enfermedad de estos pacientes. El
grado de eficacia del tratamiento curativo y/o profiláctico
se ve influido por diferentes factores, entre los que es
importante la posible aparición o selección de cepas resis-
tentes a los antifúngicos.

Al poco tiempo de la introducción del FLZ en la
práctica clínica (primeros años de la década de los 1990s),
se empezaron a comunicar casos de candidosis orofarín-
gea que no respondían al tratamiento en pacientes VIH+
que habían recibido FLZ de forma prolongada o reiterada
[10-12]. Una situación similar había sido descrita para el
KTZ, asociándose el fracaso del tratamiento con la apari-
ción de cepas resistentes [5]. 

En el presente estudio, no hemos encontrado aisla-
mientos clínicos resistentes a AMB o NIST, lo que con-
cuerda con la mayoría  de los estudios realizados
anteriormente [17,18]. Sin embargo, alrededor del 8% de
los 140 aislamientos evaluados mostraron resistencia in
vitro a FLZ. Estos resultados son inferiores a los publica-
dos por otros autores [19-22], cuyos porcentajes de cepas
resistentes oscilan entre el 14 y el 41%. La gran mayoría
de los casos resistentes al tratamiento se han observado en
pacientes que han recibido un tratamiento prolongado con
FLZ [23], existiendo cierta controversia entre si lo que
favorece la aparición de resistencia es la terapia continua
o intermitente [24]. En el trabajo presente, de los 11 aisla-
mientos resistentes al FLZ que observamos, seis (54,5%)

provenían de pacientes que estaban o habían estado en tra-
tamiento prolongado con FLZ, lo que parece apoyar el
hecho de que el tratamiento prolongado con este fármaco
promueve la aparición de cepas resistentes. Cuatro de los
11 aislamientos resistentes eran de especies distintas de
C. albicans (tres C. kruseiy una C. glabrata), lo que
representa el 36% de estos aislamientos. Las tres cepas de
C. kruseiy una de las dos C. glabrata fueron resistentes al
FLZ. Autores como Ruhnke, en Alemania [25] y
Drobacheff, en Francia [21] encuentran en algunos de los
pacientes sometidos a tratamientos repetidos con FLZ,
resultados similares a los obtenidos por nosotros, obser-
vándose una selección de especies distintas de C. albicans
(como C. kruseiy C. glabrata), que son resistentes habi-
tuales a este triazol.

La correlación entre el método de difusión de disco
y la dilución en RPMI de acuerdo al protocolo M27-A de
los NCCLS no es completa pero refuerza la utilidad del
método empleado en el presente trabajo como herramienta
para cribar un número alto de aislamientos clínicos con
una reducida complejidad metodológica y un coste asequi-
ble para la mayoría de los laboratorios, como han descrito
recientemente Carrillo Muñoz et al. [26] y Pemán et al.
[27].

En nuestro estudio, todas las cepas de Candida
resistentes al FLZ, mostraron resistencia o sensibilidad
disminuida a ITZ y todas, excepto una, eran de sensibili-
dad intermedia o resistentes a KTZ. Estos datos sugieren
que los aislamientos clínicos de Candida resistentes al
FLZ después de su uso terapéutico prolongado, muestran
resistencia cruzada con otros azoles, como ITZ y KTZ.
Otros autores han descrito aislamientos resistentes a dife-
rentes azoles, como KTZ [13] o ITZ y KTZ [22,28-30],
aunque la frecuencia de resistencia cruzada ha sido baja:
dos de 32 aislamientos, en uno de los trabajos [28] y dos
de 51, en el otro [2]. Johnson et al. [29] observaron que
muchos de los aislamientos resistentes in vitro al FLZ de
pacientes en tratamiento prolongado con FLZ, eran  sensi-
bles al KTZ, lo que sugiere que la resistencia cruzada no
ocurre en todos los casos.

En diferentes estudios y países se ha observado una
mayor resistencia de los aislamientos del serotipo B de
C. albicans a algunos antifúngicos, como 5-fluorocitosina
[31-33], KTZ y FLZ [34,35]. En nuestro trabajo no hemos
encontrado diferencias en la sensibilidad in vitro a los
antifúngicos estudiados entre ambos serotipos de C. albi-
cans, e incluso apreciamos una mayor tendencia relativa
del serotipo A a ser menos sensible a los azoles que el
serotipo B.

Los antifúngicos orales sistémicos se consideran
los más indicados para el tratamiento de las candidosis
orofaríngeas en los pacientes con infección VIH. Sin
embargo, en ambos casos se producen recidivas y fallos
en el tratamiento y se puede sugerir que la NIST o la

Tabla 1. Sensibilidad antifúngica de los aislamientos obtenidos de la cavidad oral de los pacientes.
______________________________________________________________________________________________________________________________

Antifúngico__________________________________________________________________________________________
Anfotericina B o Nistatina Fluconazol Itraconazol Ketoconazol_____________________ _____________________ _____________________ _____________________Especie (n)

S SDD R S SDD R S SDD R S SDD R______________________________________________________________________________________________________________________________

Candida albicans (135) 135 0 0 128 0 7 128 3 4 126 7 2
serotipo A* (97) 97 0 0 91 0 6 91 3 3 90 5 2
serotipo B (38) 38 0 0 37 0 1 37 0 1 36 2 0
Candida krusei (3) 3 0 0 0 0 3 0 3 0 0 1 2
Candida glabrata (2) 2 0 0 0 1 1 0 2 0 0 2 0
Total (140) 140 0 0 128 1 11 128 8 4 126 10 4
______________________________________________________________________________________________________________________________
* Están incluidos tres aislamientos de C. albicans variedad stellatoidea y tres aislamientos no serotipificados.
S= sensible, SDD= sensible dosis-dependiente, R= resistente.

Tabla 2 . Sensibilidad disminuida a los antifúngicos azólicos según la proce-
dencia clínica de los aislamientos.
____________________________________________________________

Porcentaje de aislamientos de_______________________________________________

Pacientes con candidosis oral Pacientes con colonización oral
(n= 58) (n= 82)Antifúngico ______________________ ______________________

SDD R Total SDD R Total____________________________________________________________

Fluconazol 0 10,3 10,3 0 6 6
Itraconazol 6,8 3,4 10,2 3,6 2,4 8
Ketoconazol 8,6 1,7 10,3 4,8 3,6 8,4
____________________________________________________________
SDD= sensible dosis-dependiente, R= resistente.
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AMB tópicas puedan ser considerada como alternativas
terapéuticas para muchos de estos pacientes. Finalmente,
la aparición de nuevos antifúngicos azólicos, como vori-
conazol o D0870 y equinocandinas hacen tener grandes
esperanzas de conseguir un tratamiento adecuado de la
candidosis oral, pero será necesario esperar a la adecuada
evaluación de su actividad antifúngica tanto in vitro como
in vivo.

Este trabajo ha sido parcialmente financiado por la
Junta de Andalucía (Grupo de Investigación
Patología y Medicina Oral C.T.S.-420) y por los pro-
yectos 97/2052 del Ministerio de Sanidad y Consumo /
Fondo de Investigación Sanitaria - Plan Nacional de
Investigación Científica y Desarrollo Tecnológico,
modalidad C para 1997 y UPV 093.327-EC233/97 de
la Universidad del País Vasco. 
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