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FumpAmenTo. Estudiar la sensibilidad a antifingicos de las levaduras
patégenas emergentes para conocer su posible resistencia ante la
necesidad de aplicar un tratamiento.

MaTeriAL Y METoDOS. Se investiga la sensibilidad in vitro de 69 cepas
de levaduras aisladas de muestras clinicas, pertenecientes a 24
especies diferentes, frente a anfotericina B, fluconazol, itraconazol,
ketoconazol y

5-fluorocitosina, utilizando el método Sensititre YeastOne.®
ResuLTADOS. Solamente 9 especies se mostraron sensibles a todos
los antifingicos: Candida famata, C. guillermondii, C. holmii, C.
kefyr, C. pelliculosa, C. rugosa, C. utilis,

C. zeylanoidesy Trichosporon cutaneunt, las demas presentaron
resistencia a algin antifingico.

C. haemulonii, Pichia farinosay Trichosporon mucoides, fueron
resistentes a anfotericina B; C. haemulonii, C. inconspicua, C.
lusitaniae, C. norvegensis, C. pintolepesii, C. valida, P. ohmeri,
Rhodotorula glutinis, R. minuta,

R. mucilaginosa y Saccharomyces cerevisiae fueron resistentes a
derivados azélicos; Blastoschizomyces capitatusy C. lipolytica
fueron resistentes

a 5-fluorocitosina.

ConcLusionEs. La resistencia de las levaduras patégenas emergentes
a anfotericina B y 5-fluorocitosina es escasa, mientras que para los
azoles es bastante significativa, especialmente al fluconazol (36%).
Muchas de estas levaduras plantean problemas de resistencia
intrinseca. En las infecciones por levaduras, es importante la
correcta identificacion de las especies y el estudio de sensibilidad
in vitro para elegir el tratamiento antifiingico mas adecuado.
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Antifungal susceptibility of emerging yeast pathogens

BAackarounb. To study the antifungal susceptibility of emerging yeast
pathogens to know their possible resistance under the need of
applying a treatment.

MATERIAL AND METHODS. We investigated the in vitro susceptibility of
69 yeast strains isolates of clinical samples, belonging to 24
different species, to amphotericin B, fluconazole, itraconazole,
ketoconazole and 5-fluorocytosine.

ResuLts. Only 9 species showed susceptibility to all antifungal
agents: Candida famata, C. guillermondii,

C. holmii, C. kefyr, C. pelliculosa, C. rugosa, C. utilis,

C. zeylanoidesy Trichosporon cutaneunt; the rest of them presented
resistance to some antifungal agent.

C. haemulonii, Pichia farinosa and Trichosporon mucoides were
resistant to amphotericin B; C. haemulonii,

C. inconspicua, C. lusitaniae, C. norvegensis,

C. pintolepesii, C. valida, P. ohmeri, Rhodotorula glutinis, R. minuta,
R. mucilaginosa and Saccharomyces cerevisiae were resistant to
azoles; Blastoschizomyces capitatus and C. lipolytica were resistant
to 5-fluorocytosine.

Conctusions. The resistance of emerging yeast pathogens to
amphotericin B and 5-fluorocytosine is low, while resistance to
azoles is significative, especially to fluconazole (36%). Many of this
yeasts present problems of intrinsic resistance. In yeast infections,
the correct identification of species and the study of the in vitro
susceptibility is important in order to choose the most adequate
antifungal treatment.
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Introduccion

Las levaduras forman parte de la flora normal de la
piel, mucosas y tracto digestivo del hombre y estan pre-
sentes con frecuencia en las muestras clinicas, como flora
comensal muchas veces, otras como resultado de coloni-
zacién, y en ocasiones a causa de la existencia de un pro-
ceso infeccioso de etiologia fingica. Las especies del géne-
ro Candida son las que se relacionan més a menudo con
patologia humana, principalmente C. albicans, pero
desde hace unos afios se refieren otras muchas especies
como patégenas emergentes.

Las infecciones por levaduras han adquirido una gran
importancia en las tltimas décadas, debido no sélo a su
mayor frecuencia en pacientes inmunodeprimidos o
pacientes sometidos a técnicas diagnésticas y terapéuti-
cas agresivas, sino también a su alta morbilidad y mor-
talidad. Paralelamente se ha observado un incremento
en la aparicion de nuevas especies patégenas dificiles de
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diagnosticar y tratar'.

Debido al uso frecuente de antifingicos para el trata-
miento de estas infecciones y al aumento de las dosis
terapéuticas, se ha constatado la apariciéon de resisten-
cias, especialmente a derivados azdlicos®'?, lo que ha con-
ducido a la necesidad de efectuar estudios de sensibilidad
in vitro para predecir la eficacia de los antifungicos,
antes de instaurar un tratamiento.

La dificultad para realizar pruebas de sensibilidad a
antifungicos ha limitado su utilidad hasta hace unos
anos. Actualmente, el método de referencia M27-A pro-
puesto por el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS)" permite obtener resultados acepta-
bles y reproducibles. La aparicion en el mercado de téc-
nicas comerciales ha facilitado atin mas la realizacién de
estas pruebas'®?!; concretamente, el sistema Sensititre
YeastOne®, de microdilucién en caldo muestra una exce-
lente correlacién con el método de referencia.

El objetivo de este trabajo es determinar la sensibilidad
a antifingicos de un amplio nimero de levaduras poco
frecuentes en clinica y patégenas oportunistas, utilizan-
do el sistema Sensititre YeastOne®, ya que existen esca-
sos estudios al respecto y es importante conocer su espec-
tro de sensibilidad ante la necesidad de aplicar un trata-
miento empirico.

Material y métodos

Analizamos 69 cepas de levaduras pertenecientes a los géneros
Blastoschizomyces (6), Candida (42), Pichia (5), Rhodotorula (6),
Saccharomyces (6) y Trichosporon (4) aisladas de diversas muestras
clinicas: 14 de secreciones respiratorias, 11 de exudado vaginal, 10
de exudado de cavidad oral, 8 de heces, 6 de exudado 6tico, 5 de san-
gre, 5 de orina, 4 de exudado cutédneo, 3 de liquido peritoneal, 2 de
exudado cutdneo y 1 de liquido ascitico. Estas cepas procedian de
pacientes atendidos en el Hospital Universitario Puerta del Mar

TABLA 1. Sensibilidad de 24 especies de levaduras a anfotericina B

de C4diz durante los anos 1996-1999. La edad media de los pacien-
tes era de 49 anos, un 55,1% eran varones, un 52,2% estaban hospi-
talizados, un 30,0% presentaban enfermedad inmunodepresora, un
60,9% habian recibido tratamiento antimicrobiano previo y un 14,5%
profilaxis con antifingicos.

Las cepas fueron identificadas utilizando métodos convencionales
y el sistema comercial de asimilaciéon de compuestos de carbono ID
32C®, (Biomérieux, France), perteneciendo a un total de 24 especies
diferentes (tabla 1).

La sensibilidad a antifingicos se realizé por el método comer-
cial Sensititre YeastOne®, (Alamar Blue) (AccuMed International
Ltd, UK), consistente en una microplaca que contiene 5 antifan-
gicos a diluciones crecientes: anfotericina B (0,008-16 ug/ml), flu-
conazol (0,125-256 ug/ml), itraconazol (0,008-16 ug/ml), ketocona-
zol (0,008-16 ug/ml) y 5-fluorocitosina (0,03-64 ug/ml). El sistema
incorpora un indicador de crecimiento de 6xido-reduccion (colo-
rante Alamar Blue) que facilita la lectura de los puntos finales
por un cambio de color, de azul (negativo) a rojo (positivo).

El inéculo se obtuvo tras cultivo de las levaduras durante 48
horas en agar de Sabouraud, preparando una suspensién en agua
destilada estéril de turbidez igual al punto 0,5 de la escala de
McFarland. A partir de este primer inéculo, se anadieron 20 pul a
tubos con 10 pl de medio RPMI 1640 tamponado con MOPS a pH
7. La inoculacién de los pocillos de la placa Sensititre se efectué
con 100 pl de esta suspensiéon en medio RPMI. Los paneles se incu-
baron a 35 °C durante 24 y 48 horas, antes de realizar la lectura
definitiva, interpretando el cambio de color azul (no crecimiento) a
rojo (crecimiento) en el caso de anfotericina B, y de azul a rojo o
purpura (crecimiento inhibido) para azoles y 5-fluorocitosinal®.
Los puntos de corte utilizados para categorizar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de los diferentes antifingicos fueron los
propuestos por el NCCLS y el fabricante, considerando resistentes
a anfotericina B y ketoconazol las cepas con una CMI > 2 pg/ml,
resistentes a fluconazol las cepas con una CMI > 32 ug/ml, resis-
tentes a itraconazol las cepas con una CMI > 1 ug/ml, y resisten-
tes a 5-fluorocitosina las que presentaron una CMI > 64 pg/ml*422,

Se incluyeron también en el estudio las cepas de control de calidad
C. albicans ATCC 68548 y C. krusei ATCC 6258, realizando en ellas
las mismas determinaciones.

Especie Cepas Intervalo (ug/ml) CMI50 CMI90 Cepas resistentes
Blastoschizomyces capitatus 6 0,25-0,5 0,25 0,5 0
Candida famata 3 0,06-0,25 0,125 0,25 0
Candida guillermondii 3 0,06-0,125 0,125 0,125 0
Candida haemuloni 1 2 2 2 1
Candida holmii 2 0,25-0,5 0,25 0,5 0
Candida inconspicua 2 0,125-0,25 0,125 0,25 0
Candida kefyr 5 0,25-0,5 0,25 0,5 0
Candida lipolytica 3 0,25-0,5 0,25 0,5 0
Candida lusitaniae 3 0,25-0,5 0,25 0,5 0
Candida norvegensis 4 0,03-0,25 0,06 0,25 0
Candida pelliculosa 5 0,06-0,125 0,125 0,125 0
Candida pintolepesii 3 0,125-0,5 0,125 0,5 0
Candida rugosa 2 0,25 0,25 0,25 0
Candida utilis 1 0,06 0,06 0,06 0
Candida valida 3 0,03-0,5 0,125 0,5 0
Candida zeylanoides 2 0,03-0,06 0,03 0,06 0
Pichia farinosa 2 1-2 1 2 1
Pichia ohmeri 3 0,125-0,25 0,125 0,25 0
Rhodotorula glutinis 2 0,125-0,25 0,125 0,25 0
Rhodotorula minuta 1 0,03 0,03 0,03 0
Rhodotorula mucilaginosa 3 0,03-0,5 0,5 0,5 0
Saccharomyces cerevisiae 6 0,25-0,5 0,25 0,5 0
Trichosporon cutaneum 2 0,06-0,125 0,06 0,125 0
Trichosporon mucoides 2 0,5-4 0,5 4 1

CMLI: concentracién minima inhibitoria.
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Resultados

Los resultados de las CMI obtenidas para la cepa de re-
ferencia C. albicans ATCC 68548 fueron: 0,25 ug/ml para
anfotericina B; 2 pug/ml para fluconazol; 0,06 nug/ml para
itraconazol y ketoconazol; y 0,25 pug/ml para 5-fluorocito-
sina. Para C. krusei ATCC 6258 las CMI fueron: 0,5 ng/ml
para anfotericina B; 32 pg/ml para fluconazol; 0,125 ug/ml
para itraconazol y ketoconazol; y 8 ug/ml para 5-fluoroci-
tosina. Estos valores estan dentro de los rangos aceptados
por el NCCLS en el documento M27-Al4,

La sensibilidad de las cepas ensayadas frente a cada
uno de los antifingicos, expresando el intervalo encon-

TABLA 2. Sensiblidad de 24 especies de levaduras a fluconazol

trado, la CMI50 y la CMI90, se exponen en las tablas 1-
5. De las 24 especies de levaduras estudiadas, solamente
9 de ellas se mostraron sensibles a todos los antifingicos:
C. famata, C. guillermondii, C. holmii, C. kefyr, C. pelli-
culosa, C. rugosa, C. utilis, C. zeylanoides y T. cutaneum;
las demads presentaron resistencia a algin antifingico en
mayor o menor grado.

Frente a la anfotericina B se detectaron 3 cepas resis-
tentes, lo que supone una resistencia global del 4%. Dos
de estas cepas, pertenecientes a C. haemulonii y
P. farinosa, presentaron una CMI de 2 ug/ml, y la ter-
cera, correspondiente a 7. mucoides, una CMI de 4
ug/ml.

Especie | Cepas Intervalo (ug/ml) CMI50 CMI90 Cepas resistentes
Blastoschizomyces capitatus 6 1-8 2 8 0
Candida famata 3 4-16 8 16 0
Candida guillermondii 3 2-4 2 4 0
Candida haemuloni 1 > 256 > 256 > 256 1
Candida holmii 2 0,25-0,5 0,25 0,5 0
Candida inconspicua 2 128- > 256 128 > 256 2
Candida kefyr 5 0,25-0,5 0,25 0,5 0
Candida lipolytica 3 8 8 8 0
Candida lusitaniae 3 0,125- > 256 64 > 256 1
Candida norvegensis 4 16-128 32 128 2
Candida pelliculosa 5 1-2 2 2 0
Candida pintolepesii 3 8-16 16 16 0
Candida rugosa 2 1-2 1 2 0
Candida utilis 1 1 1 1 0
Candida valida 3 > 256 > 256 > 256 3
Candida zeylanoides 2 1 1 1 0
Pichia farinosa 2 1-2 1 2 0
Pichia ohmeri 3 128- > 256 128 > 256 3
Rhodotorula glutinis 2 64- > 256 64 > 256 2
Rhodotorula minuta 1 > 256 > 256 > 256 1
Rhodotorula mucilaginosa 3 64- > 256 128 > 256 3
Saccharomyces cerevisiae 6 > 256 > 256 > 256 6
Trichosporon cutaneum 2 1-2 1 1 0
Trichosporon mucoides 2 1-2 1 1 0
CMI: concentracién minima inhibitoria.

TABLA 3. Sensibilidad de 24 especies de levaduras a itraconazol

Especie Cepas Intervalo (ug/ml) CMI50 CMI90 Cepas resistentes
Blastoschizomyces capitatus 6 0,06-0,25 0,06 0,25 0
Candida famata 3 0,25-0,5 0,5 0,5 0
Candida guillermondii 3 0,06-0,5 0,125 0,5 0
Candida haemuloni 1 >16 >16 >16 1
Candida holmii 2 0,06 0,06 0,06 0
Candida inconspicua 2 0,03-0,06 0,03 0,06 0
Candida kefyr 5 0,016-0,03 0,03 0,03 0
Candida lipolytica 3 0,016 0,016 0,016 0
Candida lusitaniae 3 0,016->16 1 >16 2
Candida norvegensis 4 0,125-0,5 0,25 0,5 0
Candida pelliculosa 5 0,03-0,06 0,06 0,06 0
Candida pintolepesii 3 0,5-1 1 1 2
Candida rugosa 2 0,03 0,03 0,03 0
Candida utilis 1 0,06 0,06 0,06 0
Candida valida 3 0,125-> 16 1 >16 2
Candida zeylanoides 2 0,016-0,03 0,016 0,016 0
Pichia farinosa 2 0,06-0,125 0,06 0,125 0
Pichia ohmeri 3 >16 >16 >16 3
Rhodotorula glutinis 2 0,06-0,25 0,06 0,25 0
Rhodotorula minuta 1 >16 >16 >16 1
Rhodotorula mucilaginosa 3 0,03-0,5 0,125 0,5 0
Saccharomyces cerevisiae 6 >16 >16 >16 6
Trichosporon cutaneum 2 0,03 0,03 0,03 0
Trichosporon mucoides 2 0,06 0,06 0,04 0

CMI: concentracién minima inhibitoria.
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TABLA 4. Sensibilidad de 24 especies de levaduras a ketoconazol

Especie Cepas Intervalo (ug/ml) CMI50 CMI90 Cepas resistentes
Blastoschizomyces capitatus 6 0,06-0,25 0,06 0,25 0
Candida famata 3 0,125-0,25 0,125 0,25 0
Candida guillermondii 3 0,06-0,25 0,06 0,25 0
Candida haemuloni 1 >16 >16 >16 1
Candida holmii 2 0,016-0,03 0,016 0,03 0
Candida inconspicua 2 0,016-0,03 0,016 0,03 0
Candida kefyr 5 0,016-0,03 0,016 0,03 0
Candida lipolytica 3 0,125-0,25 0,25 0,25 0
Candida lusitaniae 3 0,016-> 16 2 >16 2
Candida norvegensis 4 0,25-1 0,5 1 0
Candida pelliculosa 5 0,03-0,125 0,06 0,125 0
Candida pintolepesii 3 0,25-1 0,5 1 0
Candida rugosa 2 0,016-0,03 0,016 0,03 0
Candida utilis 1 0,06 0,06 0,06 0
Candida valida 3 1->16 2 >16 2
Candida zeylanoides 2 0,008 0,008 0,008 0
Pichia farinosa 2 0,03 0,03 0,03 0
Pichia ohmeri 3 4->16 8 >16 3
Rhodotorula glutinis 2 0,125 0,125 0,125 0
Rhodotorula minuta 1 0,125 0,125 0,125 0
Rhodotorula mucilaginosa 3 0,06-0,25 0,06 0,25 0
Saccharomyces cerevisiae 6 > 16 >16 >16 6
Trichosporon cutaneum 2 0,03-0,06 0,03 0,06 0
Trichosporon mucoides 2 0,06-0,125 0,06 0,125 0
CMLI: concentracion minima inhibitoria.

TABLA 5. Sensibilidad de 24 especies de levaduras a 5-fluorocitosina

Especie Cepas Intervalo (ug/ml) CMI50 CMI90 Cepas resistentes
Blastoschizomyces capitatus 6 <0,03->64 <0,03 > 64 2
Candida famata 3 <0,03-0,06 <0,03 0,06 0
Candida guillermondii 3 <0,03-0,06 <0,03 0,06 0
Candida haemuloni 1 <0,03 <0,03 <0,03 0
Candida holmii 2 <0,03 <0,03 <0,03 0
Candida inconspicua 2 0,125 0,125 0,125 0
Candida kefyr 5 <0,03-0,125 <0,03 0,125 0
Candida lipolytica 3 > 64 >64 > 64 3
Candida lusitaniae 3 <0,03-0,5 <0,03 0,5 0
Candida norvegensis 4 2-8 4 8 0
Candida pelliculosa 5 <0,03 <0,03 <0,03 0
Candida pintolepesii 3 0,25 0,25 0,25 0
Candida rugosa 2 0,125-0,25 0,125 0,25 0
Candida utilis 1 <0,03 <0,03 <0,03 0
Candida valida 3 0,06-4 2 4 0
Candida zeylanoides 2 <0,03 <0,03 <0,03 0
Pichia farinosa 2 0,125-0,25 0,125 0,25 0
Pichia ohmeri 3 <0,03-0,06 <0,03 0,06 0
Rhodotorula glutinis 2 0,06-0,125 0,06 0,125 0
Rhodotorula minuta 1 <0,03 <0,03 <0,03 0
Rhodotorula mucilaginosa 3 0,125-0,25 0,25 0,25 0
Saccharomyces cerevisiae 6 <0,03-1 0,06 1 0
Trichosporon cutaneum 2 2-16 2 16 0
Trichosporon mucoides 2 2-8 2 8 0

CMI: concentracién minima inhibitoria.

Con respecto a fluconazol, la resistencia global fue
del 36%. Todas las cepas de C. haemulonii, C. incons-
picua, C. valida, P. ohmeri, R. glutinis, R. minuta, R.
mucilaginosa y S. cerevisiae (21 cepas en total) fueron
resistentes a este antifingico, con una CMI > 256
pug/ml, y ademds 2 cepas de C. lusitaniae (CMI de 64 y
> 256 pug/ml) y otras 2 de C. norvegensis (CMI de 128
ug/ml).

Algunas de estas mismas especies: C. haemulonii, P.
ohmeri, R. minuta y S. cerevisiae (11 cepas) también fue-
ron resistentes a itraconazol, con una CMI > 16 pg/ml,
asi como las 2 cepas de C. lusitaniae (CMI de 1y > 16
ug/ml), las 2 cepas de C. valida (CMIde 1y > 16 pug/ml),
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y 2 cepas de C. pintolepesii que tenian CMI de 16 pg/ml
a fluconazol (sensibles, pero dosis dependientes) y de 1
ug/ml a itraconazol. La resistencia global a itraconazol
fue del 24%.

Frente a ketoconazol, la resistencia global fue del 20%,
afectando a casi las mismas cepas resistentes a itracona-
zol: C. haemulonii, P. ohmeri y S. cerevisiae (10 cepas)
con una CMI > 16 ug/ml, las 2 cepas de C. lusitaniae
(CMI de 2 y > 16 ug/ml) y las 2 cepas de C. valida (CMI
de 2y > 16 pg/ml).

La resistencia global para 5-fluorocitosina fue del 7%,
incluyendo las 3 cepas de C. lipolytica y 2 cepas de B.
capitatus, todas con una CMI > 64 nug/ml.
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Discusion

En los ultimos afios, las infecciones humanas por leva-
duras han cobrado un gran interés, debido a la aparicién
de cuadros diseminados y a la implicacién de nuevas
especies distintas de las habituales. Se ha considerado
que la aparicién e incremento de estas levaduras patége-
nas emergentes se relaciona con la alteracién de las
defensas del huésped, la utilizacion de procedimientos
diagnésticos y terapéuticos agresivos, o bien con ciertas
caracteristicas de patogenicidad de estas especies, entre
ellas la resistencia a los antiftingicos, ya que las especies
habituales en clinica son generalmente sensibles, a
excepcion de algunas cepas de C. krusei y C. glabrata que
presentan resistencia a fluconazol.

Entre las nuevas especies de levaduras emergentes
como patégenas humanas se encuentran la mayor parte
de las estudiadas por nosotros. Asi, B. capitatus ha sido
descrita como causa de infeccién del tracto urinario,
infeccién respiratoria, osteomielitis, espondilodiscitis,
endocarditis, encefalitis, meningitis e infecciéon disemina-
da?-3; C. famata se ha relacionado con endoftalmitis,
peritonitis y fungemia®-3*; C. guillermondii ha sido impli-
cada en osteomielitis, pericarditis y fungemia®-%; C. hae-
mulonii se ha aislado de muestras clinicas pero no se ha
aclarado su posible patogenicidad®; C. holmii ha sido
referida en un caso de osteomielitis*’; C. inconspicua se
ha asociado a infeccién de catéteres y fungemia*!*?;
C. kefyr ha sido descrita como causa de esofagitis, fungu-
ria, fungemia e infeccién diseminada*-*; C. lipolytica ha
sido implicada en infeccién ocular y fungemia*$4’; C. lusi-
taniae se ha considerado responsable de infeccién del
tracto urinario, peritonitis, meningitis y fungemia5851;
C. norvegensis se ha referido en peritonitis e infeccion
diseminada'®*%*; C. pelliculosa en neumonia, meningi-
tis, endocarditis, ventriculitis y fungemia®-; C. rugosa
en fungemia'?%%61; C. utilis en infeccién del tracto urina-
rio, queratitis y fungemia%?%; C. zeylanoides, ha produci-
do artritis y sepsis, ocasionalmente®®%’; P. farinosa se ha
aislado en la cavidad oral de pacientes con cdncer®;
P. ohmeri, teleomorfo de C. guillermondii var. membra-
naefaciens, se ha citado como responsable de peritonitis y
fungemia®™; las especies del género Rhodotorula se han
asociado con infeccién de catéteres, endoftalmitis, perito-
nitis, meningitis, endocarditis y fungemia™"%; S. cerevi-
siae, teleomorfo de C. robusta, se ha implicado en endo-
carditis, peritonitis, infecciéon del tracto urinario, vulvo-
vaginitis, empiema, neumonia y fungemia™3%; y T. beige-
lii (T. cutaneum), recientemente clasificado en 5 especies,
se ha descrito en casos de endocarditis y fungemia847.
Dos de las especies incluidas en nuestro estudio, como es
el caso de C. pintolepesii, aislada a partir de exudado
vaginal, piel y heces, asi como C. valida, aislada en vagi-
na y secreciones respiratorias, no han sido relacionadas,
hasta la fecha, con patologia humana.

El estudio de sensibilidad a antifiangicos en hongos
levaduriformes es complicado por la gran cantidad de
variables que afectan a los resultados, pero en 1997 se
publicé el documento M27-A del NCCLS, que establece
como idéneo para este fin el método de macro o microdi-
lucién en caldo't. Este método se considera de referencia,
pero su realizacién técnica es muy compleja y laboriosa,
sobre todo en la preparacion de las diluciones de los far-

macos y del inéculo, y existen dificultades para la obten-
cién de los antifingicos como sustancias puras valoradas.
La disponibilidad de métodos comerciales en los labora-
torios clinicos ha permitido un gran avance en los estu-
dios de sensibilidad a antifangicos, facilitando su intro-
duccién en la rutina de trabajo. El método Sensititre
YeastOne (Alamar Blue) utilizado en este estudio es un
método semiautomatizado, bien estandarizado y cémodo,
basado en las recomendaciones del documento M27-A del
NCCLS. Su correlacién con el método de referencia es
bastante buena, segin han mostrado diversos autores
que lo han evaluado, y la lectura de los puntos de corte es
muy exacta, ya que la variacion de color del indicador
reduce el efecto de arrastre caracteristico de los azoles en
los métodos de dilucién'®171821.8  Segin nuestra expe-
riencia, la temperatura de incubacién a 35 °C no es apro-
piada para C. holmii y C. zeylanoides, que crecen mejor a
30 °C, y la lectura a 48 horas es mas adecuada, tanto
para las cepas control como para la mayoria de las ensa-
yadas; aunque, desde el punto de vista clinico, la lectura
a las 24 horas es de eleccién en aquellas cepas que pasan
de sensibles a las 24 horas a resistentes a las 48 horas,
por inhibicién prominente del crecimiento’®.

De acuerdo con los resultados que hemos obtenido con
este método en las 69 cepas ensayadas, podemos concluir
que el porcentaje de resistencia global a anfotericina B y
5-fluorocitosina es bajo, mientras que para los derivados
azoblicos estos porcentajes son significativos, especial-
mente la resistencia a fluconazol (36%).

Con respecto a anfotericina B, la mayoria de las espe-
cies estudiadas se mostraron sensibles, a excepciéon de
C. haemulonii, P. farinosa y T. mucoides. Algunos auto-
res han referido resistencia moderada frente a este anti-
fingico en estudios de sensibilidad?*218-92 vy resistencia
adquirida en el transcurso de tratamientos prolongados
en pacientes inmunocomprometidos, particularmente en
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei,
C. guillermondii, C. lusitaniae y T. beigelii”-36488593-99,
Pero la resistencia a anfotericina B es, en general, poco
frecuente; la resistencia primaria afecta sobre todo a
C. albicans y C. lusitaniae. Nosotros no hemos detectado
ninguna cepa resistente de esta dltima especie. E1 medio
de cultivo utilizado en el método Sensititre YeastOne®
(RPMI1640) parece no ser totalmente idoneo para la
deteccion de cepas resistentes a anfotericina B; el empleo
del medio Antibiotic 3 podria discriminar las resistencias
obtenidas con este medio'®.

En cuanto a los derivados azdlicos, los mayores porcen-
tajes de resistencia los detectamos frente a fluconazol y
en un numero importante de especies. Es conocida la
resistencia a fluconazol en C. krusei'*1°1, pero también se
ha comunicado resistencia en otras especies habituales
en clinica, especialmente en C. glabrata®8911:15102103 Egta
resistencia estd relacionada, sin duda, con el uso genera-
lizado de este antiftingico en el tratamiento de las candi-
dosis orofaringeas en pacientes infectados por el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH)%41%, De las especies
resistentes a fluconazol encontradas en nuestro estudio,
se ha referido resistencia en C. inconspicua®-%2, C. norve-
gensis!®) las especies del género Rhodotorula?-1% y
S. cerevisiae'’”; también en B. capitatus'® y C. guiller-
mondii®’, aunque nosotros no hemos encontrado cepas
resistentes. En algunas de estas especies se ha descrito
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una resistencia uniforme a los imidazoles, como es el caso
de S. cerevisiae. Nosotros también hemos observado esta
multirresistencia en C. haemulonii, P. ohmeri, 2 cepas de
C. lusitaniae y otras 2 de C. valida. Es rara la resistencia
aislada a itraconazol que encontramos en dos cepas de
C. pintolepesii, aunque la CMI que muestran es baja, de
1 ug/ml, y podria no tratarse de una resistencia real.

Frente a 5-fluorocitosina, el porcentaje de resistencia
registrado en nuestro estudio es también muy bajo y sélo
abarca a 2 especies: C. lipolytica y B. capitatus. La resis-
tencia descrita a este antifingico varia mucho de unos
autores a otros, y también segin las especies, predomi-
nando en C. albicans y C. glabrata??1-89°%92 Esta resis-
tencia podria ser intrinseca en muchos casos, ya que este
farmaco no esta comercializado en nuestro pais. Su
empleo en exclusividad induce resistencia con rapidez,
por lo que cuando se utiliza se asocia con anfotericina B
u otros antifingicos para prevenir la aparicién de resis-
tencia.

Se ha constatado que el uso de antifingicos en el tra-
tamiento de las infecciones por levaduras presenta serios
problemas a causa del desarrollo de resistencias y de la
seleccion de nuevas especies patégenas. Esta situacion es
particularmente grave en pacientes inmunocomprometi-
dos. Por otra parte, como se deduce de nuestros resulta-
dos, muchas de las levaduras patégenas emergentes
plantean problemas de resistencia intrinseca a los anti-
fungicos y, por otra parte, por estos motivos, la correcta
identificacion de las levaduras responsables de infeccién
y el estudio de sensibilidad in vitro pueden servir de
orientacién al microbi6logo clinico para recomendar un
tratamiento antifingico. En caso de tratarse de una leva-
dura con resistencia intrinseca o detectarse resistencia a
algin farmaco, un tratamiento incorrecto podria dar
lugar a un fracaso terapéutico®.

El hecho de que no se disponga de bastantes antifingi-
cos realmente efectivos hace que la anfotericina B siga
siendo el tratamiento de eleccién en infecciones graves y
en pacientes inmunocomprometidos, mientras se investi-
gan nuevos farmacos dirigidos hacia otras dianas mas
selectivas. Los nuevos antifingicos, como el voriconazol y
las equinocandinas, asi como las formulaciones liposémi-
cas de antifingicos cldsicos (nistatina) intentan mejorar
la eficacia clinica y la reduccién de la toxicidad!®®11°,
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