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RESUMEN

Introduccion. Recientemente, Pfaller y colaboradores
(Drug Resist Updat 2010; 13:180-95), han propuesto nuevos
puntos de corte para determinar la sensibilidad in vitro a flu-
conazol de Candida albicans, C. parapsilosis 'y C. tropicalis. El
objetivo de este trabajo ha sido establecer las variaciones de
sensibilidad de estas especies al aplicar estos puntos de corte,
en relacion con los del Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI).

Métodos. Analizamos 112 cepas de Candida: 49 C. al-
bicans, 40 C. parapsilosis y 23 C. tropicalis. La sensibilidad a
fluconazol se ensayod por el método Sensititre YeastOne. Los
puntos de corte para categorizar la concentracién minima in-
hibitoria (CMI) fueron los del CLSI y los propuestos por Pfaller
y colaboradores.

Resultados. Segun los criterios del CLSI, todas las cepas
fueron sensibles a fluconazol. Las CMI50 y Cl\/II90 fueron 0,5
mg/L 'y 2 mg/L para C. albicansy C. parapsilosis, 0,5 mg/L y
1 mg/L para C. tropicalis. Con los nuevos criterios, 109 (97%)
cepas fueron sensibles. Solamente se apreciaron variaciones en
C. albicans (6% sensibles dosis dependientes).

Conclusiones. Al aplicar los puntos de corte recomenda-
dos por Pfaller y colaboradores, y los del EUCAST, el nimero
de cepas sensibles a fluconazol disminuye en relacion con los
criterios del CLSI, especialmente de C. albicans.
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ABSTRACT

Introduction. Recently, Pfaller et al (Drug Resist Update
2010; 13:180-95), have proposed new breakpoints for deter-
mining the in vitro susceptibility to fluconazole of Candida al-
bicans, C. parapsilosis and C. tropicalis. The aim of this study
was to establish the variations in sensitivity of these species
applying these breakpoints, in relation to those of the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Methods. We analyzed 112 strains of Candida: 49 C. al-
bicans, 40 C. parapsilosis and 23 C. tropicalis. Susceptibility to
fluconazole was performed by the method Sensititre YeastOne.
The breakpoints used to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) were identified by CLSI and the ones pro-
posed by Pfaller et al.

Results. According to the CLSI criteria, all isolates were
susceptible to fluconazole. MIC,; and MIC,, were 0.5 mg/L and
2 mg/L for C. albicans and C. parapsilosis, 0.5 mg/L and 1 mg/L
for C. tropicalis. With the new criteria, 109 (97%) strains were
susceptible. Variations were seen in C. albicans, with 3 strains
(6%) susceptible dose-dependent.

Conclusions. When applying the breakpoints recom-
mended by Pfaller et al, and EUCAST, the number of flucona-
zole-susceptible strains decreased according to the CLSI crite-
ria, especially C. albicans.
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INTRODUCCION

Las infecciones por levaduras han adquirido una gran impor-
tancia en las ultimas décadas por su mayor frecuencia y por el in-
cremento de la resistencia a los antifingicos, especialmente a los
derivados azolicos y, en particular, a fluconazol'. Candida albicans,
C parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata son las especies mas fre-
cuentes en infecciones humanas y presentan una sensibilidad vari-
able a fluconazol*®. Los estudios de sensibilidad son imprescindibles
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antes de instaurar un tratamiento. Actualmente, el método de ref-
erencia M27-A3 propuesto por el (CLSI) permite obtener resultados
fiables y reproducibles®’. El método comercial de microdilucion en
caldo es mas asequible a los laboratorios clinicos y muestra una
excelente correlacion con el método de referencia®®,

Los puntos de corte propuestos por el CLSI para interpretar
la concentracion minima inhibitoria (CMI) de fluconazol en los
estudios de sensibilidad son: <8 mg/L para las cepas sensibles,
16-32 mg/L para las cepas dosis dependientes y =64 mg/L para
las cepas resistentes®”. Sin embargo, el EUCAST (European Com-
mittee of Antimicrobial Susceptibility Testing) recomienda, en el
caso, C. albicans, C. parapsilosis,y C. tropicalis <2 mg/L para las
cepas sensibles, 4 mg/L para las cepas dosis dependientes y >4
mg/L para las cepas resistentes®. Recientemente, Pfaller y colab-
oradores'™ han propuesto nuevos puntos de corte para fluco-
nazol: <2 mg/L para las cepas sensibles, 4 mg/L para las cepas
dosis dependientes, y =8 mg/L para las cepas resistentes, en el
caso de C. albicans, C. parapsilosis,y C. tropicalis <32 mg/L para
las cepas sensibles dosis dependientes y =64 mg/L para las cepas
resistentes, con respecto a C. glabrata.

El objetivo de este trabajo ha sido determinar la sensibili-
dad a fluconazol de las especies de de interés clinico aplicando
los nuevos puntos de corte indicados y comprobar las variacio-
nes de sensibilidad con respecto a los criterios del CLSI.

MATERIAL Y METODOS

Analizamos 112 cepas de aisladas de diversas muestras
clinicas pertenecientes a las siguientes especies: 49 C. albi-
cans, 40 C. parapsilosis y 23 C. tropicalis. Las cepas fueron
identificadas utilizando métodos convencionales y el sistema
comercial de asimilacion de compuestos de carbono ID 32C®,
(bioMérieux, France). La sensibilidad a fluconazol se realizo por
el método comercial Sensititre YeastOne® (AccuMed Interna-
tional Ltd, UK), con diluciones crecientes de 0,125 a 256 mg|/L,
siguiendo las instrucciones del fabricante. En el estudio se in-
cluyé como control la cepa C. albicans ATCC 68548. Los pan-
eles se incubaron a 35°C durante 48 horas antes de realizar la
lectura definitiva, interpretando el cambio de color de azul a
rojo o purpura como crecimiento inhibido. Los puntos de corte
utilizados para categorizar las CMls fueron los recogidos en el
documento M27-A3 del CLSI, los del EUCAST y los nuevos pro-
puestos por Pfaller y colaboradores.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran las CMI_ y CMI,; frente a flucon-
azol de las distintas especies de Candida. Como se observa en dicha
tabla, la Cl\/II50 fue 0,5 mg/L para las tres especies ensayadas, vy la
CMI,, fue 2 mg/L para C. albicans, C. parapsilosis y 1 mg/L para C.

Tabla 1 Sensibilidad a fluconazol de especies de Candida de interés clinico segun CLSI®’, EUCAST® y Pfaller
y colaboradores' (CMI en mg/L)
C. albicans C. parapsilosis C. tropicalis

(n=49) (n=40) (n=23)
Intervalo 0,125-4 003-2 05-2
My, 05 05 05
CMlgg 2 2 1
Sensibles
CLSI <8 mg/L 100% 100% 100%
EUCAST <2 mg/L 94% 100% 100%
Pfaller y cols. <2 mg/L 94% 100% 100%
Dosis dependientes
CLSI 16-32 mg/L 0 0 0
EUCAST 4 mg/L 6% 0 0
Pfaller y cols. 4 mg/L 6% 0 0
Resistentes
CLSI 264 mg/L 0 0 0
EUCAST >4 mg/L 0 0 0
Pfaller y cols. =8 mg/L 0 0 0
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tropicalis. De acuerdo con estos datos, segun los criterios del CLSI,
las 112 (100%) cepas estudiadas fueron sensibles a fluconazol; pero
al aplicar los nuevos criterios propuestos por Pfaller y colaboradores,
fueron 109 (97%) las cepas sensibles a fluconazol. Solamente se
apreciaron variaciones en los resultados obtenidos para C. albicans,
pues detectamos 3 (6%) cepas sensibles dosis dependientes con-
siderando los nuevos criterios y los propuestos por el EUCAST.

DISCUSION

Fluconazol es un triazol con demostrada eficacia para el
tratamiento de las infecciones por levaduras'"'2. La resisten-
cia descrita en el género Candida es baja en la mayoria de los
trabajos publicados, a pesar de la variabilidad geografica, con
excepcion de C. krusei'y C. glabrata que son especies con resis-
tencia o sensibilidad disminuida a este farmaco**"-"®,

La mayoria de los autores utilizan en los estudios de sensibi-
lidad a fluconazol los puntos de corte propuestos por el CLSI para
interpretar los resultados®’, pero los miembros del EUCAST consid-
eran estos puntos de corte demasiado elevados y proponen otros
de acuerdo con andlisis poblacionales y el comportamiento clinico
del antifungico®. Pfaller y colaboradores™, tomando en cuenta
los mecanismos de resistencia a fluconazol y la resistencia cru-
zada con otros azoles, asi como los puntos de corte del CLSI y del
EUCAST, los perfiles epidemioldgicos de distribucion de las CMIs y
la correlacion clinica, sugieren una modificacion de los puntos de
corte para C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata,
mas en concordancia con los establecidos por el EUCAST.

Al aplicar estos nuevos puntos de corte, el nimero de cepas
sensibles a fluconazol disminuiria en relacion con los criterios
del CLSI. En un estudio multicéntrico llevado a cabo en nuestro
pais®, la resistencia a fluconazol casi se duplico al considerar los
criterios de Pfaller y colaboradores. En nuestro estudio, la sen-
sibilidad de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y apenas se
modifica en este sentido; solamente un pequeno porcentaje de
cepas de cambia de sensible a sensible dosis dependiente.

Se ha comprobado que los puntos de corte propuestos
para fluconazol por Pfaller y colaboradores ofrecen una mejor
correlacion de la sensibilidad con la respuesta clinica en las
especies de interés clinico sefialadas, por lo que el CLSI va a
modificar sus puntos de corte para este antifungico, estableci-
endo valores similares a los propuestos por estos autores.
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