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Resumen
Se determiné la sensibilidad al fluconazol y al
voriconazol de aislamientos de Candida spp. obteni-
dos de la mucosa oral de 54 pacientes con sida hos-
pitalizados en la ESE Hospital La Maria (Medellin,
Colombia). Ademas, se comprobé la especie de ta-
les aislamientos.

Los pacientes eran todos adultos (promedio de
40,5 afios, rango de 23 a 56) y la mayoria (77,8%)
hombres. En 40 (71,1%) de ellos se obtuvo creci-
miento de Candida spp. y en 6 (11,1%) se aisl6 mas
de una especie de Candida. La clasificacion a espe-
cie reveld C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C.
parapsilosis y C. glabrata. La determinacion de la
sensibilidad in vitro se hizo por difusion en agar con
las especificaciones del CLSI de Estados Unidos
(M44P). El 72,9% de los aislamientos de Candida
spp. fueron sensibles al fluconazol; 6,3%, sensibles
dependientes de la dosis, y 20,8%, resistentes. Para
el voriconazol, 89,6% fueron sensibles; 8,3%, sen-
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sibles dependientes de la dosis y 2,1%, resistentes.
La resistencia se observé en C. albicans'y C. krusei.
Estos resultados demuestran la efectividad de
ambos antimicdticos y fue mayor la correspondiente
al voriconazol. Igualmente se sefiala la importancia
de las pruebas in vitro puesto que en pacientes con
VIH/sida pueden encontrarse especies resistentes.
Se ratifica la importancia de la clasificacion por es-
pecie de las levaduras del género Candida.
Palabras claves: antimicéticos, Candida spp.,
sida, fluconazol, voriconazol, resistencia, sensibilidad
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Abstract

The susceptibilities to fluconazol (FCZ) and
voriconazol (VCZ) of Candida spp. isolates
obtained from the oral mucosa of 54 AIDS patients
hospitalized in La Maria Hospital (Medellin, Co-
lombia) were assessed. Additionally, the yeast
species were identified to species.

Patients were all adults (mean, 40,5 years
old, range 23 to 56) and most (77,8%) were ma-
les. Candida spp. was isolated from 40 of them
(71.1%) with 6 (11,1%) showing more than one
species. The species identified were: C. albicans,
C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis and C.
glabrata. In vitro agar diffusion susceptibility testing
was done according to the CLSI M44P specifica-
tions. Most of the Candida species (72.9%) were
susceptible to fluconazole with 6,3% susceptible-
dose-dependant (SDD) and 20,8% resistant.
Voriconazole susceptibility was higher (89,6%)
with 8,3% SDD and 2,1% resistant. Resistance
was recorded for C. albicans and C. krusei
isolates. The results demonstrate the effectiveness
of both antifungals with voriconazole performing
better. The importance of the in vitro susceptibility
tests in HIV/aids patients harboring resistant
species was demonstrated and indicated the need
to classify all Candida isolates to the species level.

Key words: Antifungal, Candida spp, AIDS,
Fluconazol, Voriconazol, Resistance, Susceptibility
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INTRODUCCION

Candida albicans ha sido considerada como el agen-
te etiolégico méas frecuentemente implicado en las
infecciones de la mucosa oral; sin embargo, en los
Gltimos afios se ha descrito un cambio en la
microbiota oral de Candida spp. en pacientes infec-
tados con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH/sida), cambio que se correlaciona con el fre-
cuente uso de agentes triazélicos como el fluconazol
que, por su baja toxicidad, ha sido el antimicotico
mas utilizado en el tratamiento de la infeccion por
Candida spp.

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA

El amplio uso de este antimicético ha permiti-
do que surjan microorganismos resistentes y se apre-
cien mas fracasos terapéuticos (1-4). Sant’Ana et
al. describieron en el 2002 el aumento de las espe-
cies de especies de Candida que no eran albicans
(C. glabrata, C. tropicalis, C.krusei, C. parapsilosis)
en las infecciones orales de pacientes inmunocom-
prometidos, especialmente con sida (2). En 1999,
Fidel et al. destacaron la importancia de Candida
glabrata como patégeno oportunista que ocasiona
candidiasis oral en este tipo de pacientes (3).

El desarrollo de resistencia al fluconazol es un
proceso complejo en el cual intervienen diversos
factores, tanto del huésped como del microorganis-
mo (5,6). Entre los factores dependientes del mi-
croorganismo figuran mecanismos celulares y
moleculares como son alteraciones en la enzima dia-
na (14-a4-desmetilasa de lanosterol) y aumento de
la expresion de los transportadores activos de mem-
brana que disminuyen la concentracién intracelular
de los azoles (7,8). Otros factores estan represen-
tados por la sustitucion de la poblacién sensible de
C. albicans por otra especie, como C. krusei, C.
glabrata, o aislamientos de C. albicans inicialmente
sensibles que se vuelven resistentes por alteracio-
nes genéticas. Debe considerarse, igualmente, la
expresion genética transitoria que origina una cepa
temporalmente resistente en presencia del
antimicético y, por ultimo, las alteraciones que ocu-
rren en la misma poblacion flangica (microevolucion)
(6,8).

Ante la resistencia al fluconazol han surgido
nuevas alternativas terapéuticas, como el voriconazol,
compuesto que se presenta como una posible solu-
cién para el manejo de las especies de Candida re-
sistentes a los azoles de primera y segunda genera-
cion, asi como a otros antimicoticos (9).

El estudio de la sensibilidad in vitro a los
antimicoticos ofrece la posibilidad de obtener datos
relativamente confiables a la hora de seleccionar el
farmaco méas adecuado para el tratamiento de las
infecciones micéticas. Mediante este procedimiento
se consigue una valoracion cuantitativa de las con-
centraciones inhibitorias minimas (CIM), y de las
caracteristicas de un aislamiento clinico frente a un
antimicético y, de forma cualitativa, se determina la
resistencia o sensibilidad a esta sustancia (8,10).

El objetivo de este trabajo fue determinar, en
los aislamientos de Candida procedentes de la mu-



SENSIBILIDAD A FLUCONAZOL Y VORICONAZOL DE AISLAMIENTOS DE CANDIDA SPP

cosa oral de pacientes con sida, la sensibilidad in
vitro al antifingico de uso habitual, fluconazol (FCZ)
y al voriconazol (VCZ), como alternativa terapéuti-
ca. Adicionalmente, se busc6 reconocer las varias
especies presentes en las muestras y la posible co-
existencia de méas de una especie en la mucosa oral
de estos pacientes.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes: los pacientes fueron personas con sida
confirmado, hospitalizadas en el Servicio de Medici-
na Interna y en la Unidad de Urgencias de la ESE
Hospital La Maria (Medellin, Colombia) entre julio y
diciembre de 2006.

Recoleccion y procesamiento de las mues-
tras orales: previa a la consulta y toma de mues-
tras, a los pacientes se les informé sobre la natura-
leza del estudio, en el que todos aceptaron participar
voluntariamente firmando el correspondiente con-
sentimiento informado. Posteriormente, a los pacien-
tes se les tomd una muestra con hisopo estéril con
el que se recorri6 toda la cavidad bucal. Estos hisopos
fueron sumergidos en un tubo con solucién salina
estéril y transportados rapidamente al Laboratorio
de Micologia Médica y Experimental de la Corpora-
cion para Investigaciones Biologicas de Medellin, para
realizar alli un examen en fresco, y cultivar en cajas
de Petri con agar enriquecido con glucosa de
Sabouraud (BBL™ Sparks, USA), con incubacion en
estufa a 22,5 °C por 48 a 72 horas y en el medio
CHROMagar Candida® (CHROMagar Microbiology,
Paris, Francia). Este ultimo contiene sustratos
cromoOgenos que reaccionan con enzimas especifi-
cas de especie secretadas por la levadura, dando
como resultado colonias con pigmentos diversos de
acuerdo con la especie (11), como se observa en la
figura 1. Se realiz6, ademas, la identificacion por el
sistema APl 20 AUX (bioMérieux-Marcy-I'Etoile/
France).

Sensibilidad in vitro a lo antifungicos:
Se evaluo la sensibilidad al fluconazol (FCZ) y al
voriconazol (VCZ), por el método de difusién en agar
(M44A) establecido por el CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute) (12). Para ello se prepard una
suspensién de Candida ajustada a una turbidez de
0,5 en la escala de McFarland. Tal inéculo fue depo-
sitado con escobillon en cajas de Petri con el medio

CHROMagar Candida® para la identificacion de algunas especies de
Candida segun el color: C.albicans (verde), C.krusei (rosa con borde
blanco), C. tropicalis (azul).

s6lido de Muller Hinton suplementado con glucosa al
2% y 0,5 mg/ml de azul de metileno. La prueba de
sensibilidad se llevé a cabo con sensidiscos que te-
nian una concentracion de lig FCZ y 2ig VCZ (BD.
Beckton Dickinson, Sparks, MD). El didmetro de los
halos de inhibicion fue medido por el método del
BIOMIC (version 5.9; Giles Scientific, Santa Barbara.
Calif.), que consiste en un analizador digital de ima-
gen, el cual mide milimetros de inhibicién y con ayu-
da de un software los convierte a concentracion
inhibitoria minima (CIM) por medio de una curva de
regresion y luego almacena electronicamente los
datos (10,13).

Los aislamientos fueron clasificados en virtud
de los valores de la CIM como sensibles (S), sensi-
bles dosis-dependiente (S-DD) o resistentes (R) al
antifingico estudiado, segun los puntos de corte
establecidos por la NCCLS M27-A2 para el fluconazol
(14) y para el voriconazol (9). De esta forma, se
realizo la clasificacion por categorias (Tabla 1). Como
control de calidad de la prueba se utilizo el aisla-
miento de C.albicans ATCC 90028 de sensibilidad
conocida (12).

Criterios de lectura e interpretacion de las
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CIM) de
la técnica de difusion en agar para la determi-

nacion de la sensibilidad a antifangicos.

Antifungico S S-DD R
Fluconazol < 8ug/ml 16 a 32g/ml 2> 64ug/ml
Voriconazol 1pg/ml 2 pg/ml <4ug/ml

Tomado de NCCLS M27-A2 (14); Pfaller MA et al.(9)
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Analisis estadistico:

Los datos obtenidos recibieron un tratamiento esta-
distico utilizando el programa de andlisis descriptivo
de Excel, con el cual se realiz6 una comparacion de
proporciones; para hallar la significancia estadistica
se realizé una prueba no paramétrica en el paquete
de presentaciones de GraphPad Prism versién 4,00
para Windows y, para el andlisis del tamafio muestral
se efectud una prueba exacta de Fisher en el pro-
grama Epi Info, version 6.04.

RESULTADOS
Se estudiaron 54 pacientes con sida confirmado;
todos eran adultos con una edad media de 40,5 afios
y un rango entre 23 y 56 afios; 77,8% (42/54) eran
hombres y 22,2% (12/54) mujeres. De los 54 pa-
cientes, 25 (46,3%) presentaban lesiones visibles
compatibles con candidiasis y en 21 (38,9%) de ellos
se aislo Candida spp. En los 29 casos restantes
(53,7%) las lesiones no eran aparentes, pero en 19
(35,2%) de ellos los cultivos fueron positivos; esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (P =
0,122). En total, 40 de los 54 pacientes (74,1%) tu-
vieron cultivos positivos para Candida 'y en 6 de és-
tos se identific6 mas de una especie, para un total
de 48 aislamientos, como se observa en la figura 2.
El estudio de la sensibilidad al FCZ, mostré que
de los 48 aislamientos, 72,9% (35/48) eran sensi-
bles, 6,3% (3/48) dosis dependiente y 20,8% (10/48)
resistentes. La resistencia fue detectada en dos ais-
lamientos de C. albicans y en todos los aislamientos
de C.krusei. Los aislamientos sensible dosis-depen-
diente estuvieron representados por especies de C.
albicans, C.parapsilosis 'y C. glabrata .Con respecto

Sensibilidad al fluconazol y voriconazol de 48

aislamientos de Candida spp. obtenidos de la

mucosa oral, de pacientes con HIV/sida en un
hospital de tercer nivel (2006)

al Voriconazol (VCZ), el 89,6% (43/48) de los aisla-
mientos resultaron ser sensibles a este antifungico,
8,3% (4/48) sensibles dosis-dependiente y 2,1% (1/
48) resistentes. La resistencia se present6 en un ais-
lamientos de C. albicans (2,9%), en tanto que la dis-
minucién de la sensibilidad (SDD) correspondi6 a 4
(50%) aislamientos de C.krusei (Tabla 2).

Seis casos presentaron coinfeccion por dos o
tres especies de Candida, como se aprecia en la Ta-
bla 3. De estos pacientes, en uno las diferentes espe-
cies de Candida eran sensibles a ambos antifingicos,
en tanto que en 5 de los casos con coexistencia de
varios aislamientos, se registraron simultaneamente
especies sensibles con resistentes o sensibles dosis
dependientes al FCZ. En 2 pacientes con aislamientos
multiples se observé que una de la especies aisladas
(C. krusei) era resistente al FCZ y sensible dosis de-
pendiente al VCZ; en los otros 4 casos todos los aisla-
mientos fueron sensibles al voriconazol.

Sensibilidad al fluconazol y voriconazol de 48 aislamientos de Candida spp. obtenidos de la mucosa
oral, de pacientes con HlV/sida en un hospital de tercer nivel (2006)
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Coinfeccién en mucosa oral de varias especies
de Candida en 6 pacientes HIV/sida y su sensi-
bilidad a fluconazol y voriconazol.
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FCZ: fluconazol, VCZ: voriconazol, S: sensible, SDD: sensible dosis
dependiente, R: resistente.

A los pacientes con 1, 2 0 mas aislamientos de
especies de Candida, les fue realizado un andlisis
estadistico, para evaluar la relacién entre el nimero
de especies existentes en la mucosa oral y la resis-
tencia a los antiflingicos, la cual arrojé valores no
significativos, para FCZ (P = 0.1299) y para VCZ (P
= 0.6208). De los aislamientos obtenidos, 10 fueron
resistentes a FCZ y de ellos, 1 sensible dosis depen-
diente al VCZ (P = 0.2083).

DISCUSION

En personas inmunocomprometidas, las infecciones
fungicas oportunistas se han constituido en un serio
problema médico (3,15). Las especies de Candida
suelen ser detectadas en la mucosa oral de 40% a
60% de la poblacién general, pero diversos factores
de riesgo, tales como ocurre en los pacientes que
conviven con el VIH, incrementan su frecuencia, sien-
do la especie C. albicans la causa principal pues en
diversos trabajos representa 80% y 92% de los ais-
lamientos (4, 8, 16, 17,18). Estos resultados son
semejantes a los obtenidos en nuestro estudio, en
el que 35 de los 40 pacientes (87,5%) portaban C.
albicans. Sin embargo, Melo y col. en pacientes con
terapia antirretroviral (HAART) encontraron que la
frecuencia de C. albicans era mas baja, 57.2%, con
incremento paralelo en las especies no albicans (18).

Entre las especies no C. albicans aisladas de
cavidad oral se han informado C. krusei, C.glabrata,

C. parapsilosis y C. tropicalis (2, 16,17), tal como
ocurrié en 10 de los 40 pacientes en este estudio;
no obstante, en el trabajo realizado por Melo y col
(18), en 114 pacientes con sida tratados con anti-
retrovirales, se demostré la existencia de gran di-
versidad de especies. La coexistencia de varias es-
pecies, como ocurrid en 6 de los 40 pacientes (15%)
de esta serie, también ha sido sefialada por otros
autores (8,17).

En el presente estudio, 72,9% de los aislamien-
tos se comportaron como sensibles, 6,3% SDD y
20,8% resistentes al fluconazol. Pfaller en el 2005
(8), recopil6 7 estudios realizados entre el 1993 y
1998, en los que se determind la sensibilidad de ais-
lamientos de Candida provenientes de 692 pacientes
con candidiasis oral encontrando que 77% eran sen-
sibles, 8% SDD y 15% resistentes, lo que demuestra
un comportamiento similar a los aislamientos de este
trabajo si bien Pfaller (8) no especifica las diferencias
por especie. En este estudio, las especies con mayor
ndmero de aislamientos sensibles fueron C. albicans
(91,4%) y C. tropicales (100%). El 20,8% de los ais-
lamientos resistentes al FCZ correspondi6 a C.albicans
y C. krusei y el 2,1% de los resistentes al VCZ fueron
C. albicans. Barchiesi (16), en Italia, no encontro ais-
lamientos resistentes, pero los aislamientos de C.
krusei y C.glabrata fueron, en su mayoria, SDD. En
Brasil, Melo (18) en 173 especies estudiadas detectd
un mayor nimero de aislamientos resistentes que en
nuestro caso, para un total de 42 aislamientos resis-
tentes, de los cuales 29 correspondieron a C. albicans
y 13 a otras especies.

En este trabajo se hizo aparente que el VCZ
fue més activo que el FCZ; el 89,4% de los aisla-
mientos fueron sensibles, incluyendo las especies
con sensibilidad disminuida al FCZ como C.glabrata
y C.krusei, las que se comportaron como sensibles
en 100% y 50% de los casos, respectivamente. Solo
se observo resistencia a ambos antifingicos en un
aislamiento de C.albicans, lo que pudiera sugerir
resistencia cruzada entre estos dos antimicéticos.
Esta situacién es similar a la descrita en otros estu-
dios (19, 20, 21).

Adicionalmente, el andlisis estadistico realiza-
do para evaluar la correlacion existente entre la co-
existencia de especies en la mucosa oral de un pa-
ciente y la resistencia de los antimicéticos, no fue
significativa, lo cual indica que la colonizacién por
parte de una, dos 0o mas especies no influye en la
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resistencia que puedan presentar al VCZ y al FCZ vy,
ello, a su vez estd de acuerdo a los mecanismos
responsables de la resistencia en los hongos, en los
gue no se conoce la trasmision célula a célula (6,7).

La aparicion de nuevos antifungicos azolicos,
como el VCZ para el cual la proporcién de resistencia
es menor (2,08%), que para el FCZ (21,3%), repre-
senta una alternativa para el tratamiento de la
candidiasis orofaringea cronica en pacientes con aisla-
mientos resistentes y que conviven con el VIH (22, 23).

El aumento en el nimero de infecciones, la
variacion en las especies del género Candida spp.,
el incremento en el nimero de farmacos antifangicos,
la aparicion de resistencia a éstos, asi como el in-
cremento en el nimero de pacientes con resistencia
clinica a los compuestos de origen azélico, ha traido
como consecuencia mayor morbilidad y altos costos
de inversién en salud, lo que ha llevado a la necesi-
dad de determinar en el laboratorio la sensibilidad
in vitro a los antifungicos de tales aislamientos, para
la seleccion efectiva de la terapia (15, 18).

Finalmente, es fundamental resaltar el hallaz-
go de 6 pacientes en los cuales coexistieron dos y
tres especies diferentes de Candida. En 5 de ellos
se encontraba C. krusei, especie que frustra de in-
mediato el tratamiento con FCZ. Es por ello, que
este estudio indica la importancia de determinar las
especies de Candida que colonizan al paciente con
VIH/sida utilizando medios como el CHROMagar
Candida®, el cual permite apreciar la presencia va-
rias especies, circunstancia que no es posible de
detectar en el medio de Sabouraud (11).

Aunque en este trabajo el numero de aisla-
mientos estudiados fue bajo y algunos de los datos
analizados no fueron estadisticamente significativos,
no por ello carecen de importancia clinica. Por el
contrario, ellos sugieren la necesidad de méas estu-
dios locales sobre el tema, con una mayor poblacion
gque permita tener en cuenta la aleatorizacion de los
grupos y la comparacion de las variables con base
en los factores de riesgo conocidos y desconocidos.
Asi mismo, se lograrian eliminar los sesgos que se
presentan en la asignacion de los participantes de la
investigacion garantizando niveles de significancia
vélidos en las pruebas estadisticas. En resumen, los
resultados de este trabajo muestran una buena ac-
tividad tanto para fluconazol como para voriconazol,
aunque este Ultimo present6 las CIM mas bajas frente
a las diferentes especies de Candida estudiadas.
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