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Susceptibilidad in vitro de candida spp. 
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aisladas de la cavidad oral de pacientes VIH/sida a 
itraconazol, clotrimazol y ketoconazol 

Resumen

Jerez Puebla LE, Fernández CM, Illnait MT, Perurena MR, Rodríguez I y Martínez G.
Laboratorio Nacional de Referencia de Micología
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURÍ"
Autopista Novia del Mediodía, km 6 ½. La Habana, Cuba
Autor para correspondencia: Luis E. Jerez (email: ljerezp@ipk.sld.cu)

Introducción: La candidiasis orofaríngea (COF) permane-
ce como una de las principales infecciones oportunistas en 
pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH) y con el síndrome de inmunodeficiencia ad-
quirida (sida), y aunque su incidencia ha disminuido con la 
introducción de la terapia antirretroviral de alta eficacia, con-
tinúa siendo una afección característica en estos pacientes. 
Materiales y Métodos: En el presente trabajo se realizó un 
estudio de susceptibilidad in vitro mediante la metodología 
del CLSI, frente a itraconazol, ketoconazol y clotrimazol de 
144 aislamientos clínicos de Candida, aisladas de la cavi-
dad oral de pacientes infectados con el VIH/sida con cuadros 
clínicos de COF. Resultados: La identificación de los aisla-
mientos demostró que más del 90 % pertenecían a Candida 
albicans. Al determinar el patrón general de susceptibilidad 
frente a los azoles estudiados mediante el método de mi-
crodilución en caldo del documento M27-A2 del Clinical and 
Laboratory Standard Institute, C. albicans exhibió valores de 
concentración mínima inhibitoria (CMI) en un rango de 0,01 
a 8µg/mL para el itraconazol y el ketoconazol y de 0,01 a 2 
µg/mL para el clotrimazol. Sólo el 2,1 % de los aislamientos 
mostró franca resistencia frente al itraconazol, en tanto que 
el 3,5 % quedó clasificado dentro de la categoría “suscepti-
ble dosis-dependiente” para este triazol. La mayoría de los 
aislamientos de C. albicans mostraron valores de CMI frente 
al ketoconazol y al clotrimazol menores a 0.06 µg/mL, siendo 
de un 96,9% (129 aislamientos) y de un 97,7% (129 aisla-
mientos), respectivamente. El clotrimazol tuvo una mejor acti-
vidad in vitro comparado con los restantes azoles frente a los 
aislamientos estudiados. Conclusión: Candida spp. Mostró 
una elevada sensibilidad in vitro a los azoles estudiados. Se 
hace necesario continuar realizando estudios epidemiológi-
cos para determinar los patrones de susceptibilidad y tasas 
de resistencias frente a los agentes antifúngicos.

Palabras claves: susceptibilidad in vitro; Candida; itraconazol; 
ketoconazol; clotrimazol, candidiasis orofaríngea; VIH/sida.

Introduction: The oropharyngeal candidiasis (OFC) remains 
as one of the principal opportunistic infections in patients 
infected with the human immunodeficiency virus (HIV) and 
with the acquired immunodeficiency syndrome (aids), and al-
though his incidence has declined with the introduction of the 
highly active anti-retroviral therapy (HAART), remains as a 
typical complaint in these patients. Materials and Methods: 
A study of antifungal in vitro susceptibility testing, following 
the CLSI methodology, was realized against itraconazole, ke-
toconazole and clotrimazole of 144 clinical isolations of Can-
dida, isolated from the oral cavity of patients infected with HIV/
aids, with clinical pictures of OFC. Results: The isolation’s 
identification, demonstrated that more than 90% belonged to 
Candida albicans. The determination of the general pattern 
of susceptibility, following the document M27-A2 of the Clini-
cal and Laboratory Standard Institute, against to the studied 
azoles by means of the method of microdilution in liquid me-
dium, show that the majority of C. albicans isolates showed 
values of MIC against ketoconazole and clotrimazole lower 
than 0.06 µg/mL, representing a 96,9% (129 isolations) and 
a 97,7% (129 isolations), respectively. C. albicans exhibited 
the widest range of minimal inhibitory concentration (MIC). 
Only 2.1% of the isolations showed resistance against to 
itraconazole, while 3.5 % remained classified in the category 
“sensible dose - dependent” for this triazole. The majority of 
the strains showed values of MIC against ketoconazole and 
clotrimazole below 0.06 µg/mL. The clotrimazole had a better 
in vitro activity compared with the remaining azoles opposite 
to the isolations. Conclusion: Candida spp. showed a high in 
vitro sensibility to the azoles studied. It becomes necessary 
the maintenance of epidemiologic studies for the determina-
tion of susceptibility patterns and of resistances rates against 
to the antifungal agents.

Keywords: in vitro antifungal susceptibility testing; Candida; 
itraconazole; ketoconazole; clotrimazole, oropharyngeal can-
didiasis; HIV/aids.

Abstract

In vitro susceptibility of Candida spp. isolated fromthe oral cavity of HIV / AIDS patients to itraconazole, clotrimazole 
and ketoconazole
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Introducción

La candidiasis orofaríngea (COF) es la infección fúngica más 
frecuente entre los pacientes infectados por el virus de inmu-
nodeficiencia humana (VIH), y ha sido estimado que más del 
90% de estos pacientes desarrollan esta infección oportunista 
en algún momento durante la progresión de su enfermedad1. 

Hasta la introducción de los nuevos triazoles en la década de 
1990 y su amplio uso tanto para el tratamiento de las micosis 
superficiales como el de las sistémicas, no se consideraba 
imprescindible el disponer de métodos de estudio de la sus-
ceptibilidad in vitro a los antifúngicos. Aunque es indudable 
el valor terapéutico de los azoles, en los últimos años se han 
observado episodios de COF que no han respondido ade-
cuadamente a este tratamiento y se han descrito aislamien-
tos clínicos que han sido resistentes in vitro a ketoconazol, 
fluconazol y/o a itraconazol2-4.

Dentro de los métodos de referencia para realizar los estudios 
de susceptibilidad in vitro en levaduras, destacan los recomen-
dados por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institu-
te), anteriormente denominado NCCLS (National Committee 
for Clinical Laboratory Standards). Esta institución ha desarro-
llado y publicado un método de referencia aprobado para las 
pruebas de microdilución en caldo de especies de Candida 
(documento M27-A2 del CLSI) para determinar la suscepti-
bilidad a varios agentes antimicóticos5. Recientemente, este 
método se ha modificado en el documento M27-A3 del CLSI, 
el cual incorpora puntos de corte para el voriconazol, posaco-
nazol y a las equinocandinas para la pruebas de susceptibili-
dad en levaduras de importancia clínica. Los puntos de corte 
interpretativos motivados por los datos, determinados con el 
uso de este método, están disponibles para pruebas de sus-
ceptibilidad de especies de Candida al fluconazol, al itracona-
zol, al voriconazol, a la flucitosina y a las equinocandinas6. En 
resumen, estas metodologías de referencia constituyen las 
pruebas de referencia para determinar la susceptibilidad in 
vitro en levaduras de importancia médica6,7.

Por todo lo anterior, es importante que se desarrollen traba-
jos locales en diferentes regiones que permitan evaluar la 
tendencia de la susceptibilidad in vitro de los aislamientos 
de Candida. 

Objetivo
Determinar los niveles de susceptibilidad in vitro de aisla-
mientos de Candida spp. aislados de la cavidad oral de pa-
cientes infectados por el VIH/sida a tres antimicóticos de uso 
común, disponibles en nuestro laboratorio en el momento del 
estudio: itraconazol, ketoconazol y clotrimazol.

Materiales y métodos

Ciento cuarenta y cuatro aislamientos de Candida, proce-
dentes de exudados micológicos de la cavidad bucal de 137 
individuos de ambos sexos seropositivos al VIH, sin discrimi-
nar el estadio de la infección, atendidos en el período com-
prendido entre septiembre de 2007 a marzo de 2008 fueron 
estudiados en el Laboratorio Nacional de Referencia de Mi-
cología del Instituto “Pedro Kourí”, Cuba. Todos tenían diag-
nóstico clínico de candidiasis orofaríngea y ninguno había 
llevado tratamiento antifúngico previo. Estos aislamientos se 
encontraban conservados en agua destilada estéril a tempe-
ratura ambiente.

Antes de realizar las pruebas de identificación fenotípicas 
cada aislamiento fue subcultivado al menos dos veces en 
agar papa-dextrosa para asegurar su pureza y viabilidad. La 
identificación de los aislamientos fue llevada a cabo median-
te el uso del sistema comercial de identificación de levadura 
API 20C (bioMérieux, Inc, Hazelwood, Mo.).

Antifúngicos: Se ensayaron tres antifúngicos: itraconazol, ke-
toconazol y clotrimazol, (SIGMA I 6657, SIGMA K 1003, y SIG-
MA C 2812, respectivamente) con una potencia del 100%.

Prueba de Susceptibilidad in vitro: Las CMI de los tres deriva-
dos azólicos fueron determinadas en placas de ELISA (Enzy-
me-Linked ImmunoSorbent Assay) de 96 pocillos siguiendo 
el método de microdilución en medio líquido del documento 
M27-A2 del CLSI y de la metodología propuesta por el EU-
CAST. Se dispensó el medio de cultivo RPMI 1640 a razón 
de 200 μL/pozo en la 1era columna y 100 μL/pozo de la 3era 
a la 12ma. Posteriormente se añadieron 100 μL/pozo de la 
solución del antifúngico diluido 1:100 en dimetilsulfóxido en 
el mismo medio de cultivo en las columnas 2 y 3. A partir de 
esta última, se realizaron diluciones seriadas al doble hasta 
la columna 11 descartándose 100 μL/pozos. De esta forma 
se obtuvo un gradiente de concentración desde la columna 2 
a la 11 de 16 μg/mL hasta 0.03 μg/mL. Las placas así prepa-
radas fueron debidamente rotuladas y almacenadas a – 70 
°C hasta el momento de su utilización. Una vez inoculadas 
los aislamientos de Candida spp. las concentraciones fina-
les probadas de los antifúngicos ensayados estuvieron com-
prendidas entre 0.01 y 8 μg/mL.

Se utilizaron las cepas Candida krusei ATCC 6258 y Candida 
parapsilosis ATCC 22019 como controles de la calidad.

Se determinó la CMI 50 como la concentración más baja del 
antifúngico que inhibió el 50% del crecimiento de la especie 
de Candida, respecto a su control de crecimiento.

Se asumieron los criterios de sensibilidad (<0.125 µg/mL) y 
resistencia (>1 µg/mL) aprobados por el CLSI para especies 
de Candida en medio RPMI 1640 para el itraconazol, que-
dando en la categoría sensible-dosis dependientes (S-DD) 
aquellos aislamientos cuyas CMI estuvieron en el intervalo 
de 0,125 a 0,5 µg/mL
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La lectura de los resultados se realizó visualmente, llevándo-
se a cabo con la ayuda de un visor de aumento (Gallenkamp, 
CNW-325).

Análisis Estadístico
Utilizando el programa estadístico EpiInfo versión 5.01, se 
establecieron los rangos de susceptibilidad de los valores 
obtenidos para las drogas utilizadas, así como fueron deter-
minados los porcentajes acumulativos de CMI frente a las 
diferentes concentraciones de las drogas empleadas.

Resultados

En este estudio, la identificación de los aislamientos aislados 
a partir de los exudados realizados mostró un gran predo-
minio de C. albicans (91,7%) con respecto a las restantes 
especies “no albicans” identificadas (8.3%).

C. albicans exhibió para los tres derivados azólicos, el rango 
más amplio respecto al del resto de las especies, destacando 
solo un aislamiento de C. famata obtenido, el cual demostró 
un alto grado de resistencia frente al ketoconazol. Los valores 
de CMI de los tres derivados azólicos de los aislamientos son 
reflejados en la Tabla No.1. 

Tabla No.1. Distribución de los valores de rango y CMI50 de los 144 ais-

lamientos de Candida frente a los tres derivados azólicos evaluados.

Especies 
aisladas Itraconazol Ketoconazol Clotrimazol

(n) Rango CMI 
(μg/mL)

CMI50 
(μg/
mL)

Rango 
CMI 
(μg/mL)

CMI50 
(μg/mL)

Rango 
CMI 
(μg/mL)

CMI50 
(μg/mL)

C. albicans (132) 0.01-8 0.01  0.01-8 0.01 0.01-2 0.01

C. lusitaniae (2)  0.01-0.125 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

Candida sp (2) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01-
0.06 0.01

C. tropicalis (2) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

C. parapsilosis (2)  0.01-0.03 0.01 0.01 0.01 0.03 0.03

C. guilliermondii (1) 0.01 - 0.01 - 0.03 -

C. glabrata (1) 0.01 - 0.01 - 0.01 -

C. utilis (1) 0.01 - 0.01 - 0.01 -

C. famata (1) 0.01 - 8 - 0.01 -

Todos los aislamientos de especies de Candida diferentes 
a C. albicans fueron sensibles al itraconazol. Sólo 3 aisla-
mientos de C. albicans (2.3%) mostraron resistencia a este 
triazol y 5 aislamientos de esta especie (3.8%) quedaron 
clasificadas dentro de la categoría sensible-dosis dependien-
te. La CMI para los restantes azoles evaluados fue menor a 
0,125 µg/mL en la gran mayoría de los aislamientos, como se 
muestra en la Tabla No.2.

Tabla No. 2. Distribución de los valores de la susceptibilidad in vi-
tro de los 144 aislamientos de Candida frente a los tres derivados 
azólicos evaluados.

Especies 
aisladas Itraconazol Ketoconazol Clotrimazol
(n)

<0
.12

5  
μg

/m
L 

 (S
)

0.2
5-

0.5
  μ

g/
m

L
(S

-D
D)

>1
 μ

g/
m

L
(R

)

<0
.12

5  
μg

/m
L

0.2
5-

0.5
  μ

g/
m

L

>1
 μ

g/
m

L

<0
.12

5  
μg

/m
L

0.2
5-

0.5
  μ

g/
m

L

>1
 μ

g/
m

L

C. albicans (132) 124 5 3 129 - 3  130 1 1
C. lusitaniae (2) 2 - - 2 - - 2 - -

Candida sp (2) 2 - - 2 - - 2 - -

C. tropicalis (2) 2 - - 2 - - 2 - -

C. parapsilosis (2) 2 - - 2 - - 2 - -

C. guilliermondii (1) 1 - - 1 - - 1 - -

C. glabrata (1) 1 - - 1 - - 1 - -

C. utilis (1) 1 - - 1 - - 1 - -

C. famata (1) 1 - - - - 1 1 - -

Leyenda: S: sensible; S-DD: Sensible dosis dependiente; R: resistente.

Las proporciones de aislamientos para las cuales las CMI de 
ketoconazol y clotrimazol presentaron valores inferiores a 0.06 
μg/mL fueron de un 96.9% y 97.7%, respectivamente, para las 
especies de Candida albicans estudiadas. En C. albicans solo 
se reportaron tres aislamientos con valores de CMI superiores 
a 1 μg/mL para el ketoconazol; entretanto para el clotrimazol 
solo hubo una cepa que mostró un valor de CMI superior a 1 
μg/mL y otra que presentó un valor de 0.25 μg/mL.

Discusión

La candidiasis orofaríngea causada por levaduras del géne-
ro Candida, principalmente Candida albicans, es la infección 
oportunista más comúnmente diagnosticada en pacientes 
infectados por el VIH/sida8,9. Aunque esta infección no suele 

Figura 2. Distribución de los valores de CMI frente a Candida 
albicans con porcentajes acumulativos de inhibición



83

comprometer la vida, la inmunosupresión sostenida vista en 
estos pacientes facilita la recurrencia de la infección10.

C. albicans sigue siendo la especie de levadura más frecuen-
temente aislada a partir de cualquier proceso infeccioso en el 
hombre. Aún cuando en los últimos años se está experimen-
tando un cambio epidemiológico en estas infecciones, de un 
amplio predominio de C. albicans a un porcentaje más eleva-
do de especies diferentes a C. albicans, esta sigue siendo la 
especie más importante desde el punto de vista patogénico, 
clínico y epidemiológico11-13.

En este estudio obtuvimos un alto porcentaje de aislamientos 
de C. albicans, lo cual confirma su predominio en las infec-
ciones orales de pacientes infectados por el VIH/sida. Este 
resultado es semejante a lo reportado por Kuriyama et al.14 

en Inglaterra, en donde a partir de 618 aislamientos clínicos 
de Candida encontraron un 93.2% de la especie C. albicans. 
Igualmente, en estudios realizados en México por Sánchez-
Vargas et al.15, por Badiee et al.16 en Irán, y Hamza et al.17 En 
Tanzania, demostraron un 83.5%, 50%, y 83,4% respectiva-
mente, de aislamientos de Candida albicans procedentes de 
este tipo de pacientes. No obstante, otros trabajos notificados 
en la literatura internacional en estos últimos años explican el 
cambio epidemiológico que están experimentando las infec-
ciones por el género Candida: de un amplio y casi absoluto 
predominio de Candida albicans a un mayor porcentaje de 
las especies “no albicans”. Ejemplo de ello lo demuestran los 
trabajos de Belazi et al.18 en Grecia; Pfaller et al.19 en Estados 
Unidos de Norteamérica; Skrodeniene et al.20 en Lituania, y 
Lee et al.21 en Sudcorea, todos los cuales aislaron e iden-
tificaron un porcentaje de especies “no albicans”, como C. 
krusei, C. tropicalis, C. glabrata y C. parapsilosis que variaron 
desde un 4% hasta un 22%.

Aún cuando no se cuentan con puntos de cortes en el docu-
mento del CLSI que clasifiquen en sensibles o resistentes in 
vitro a aislamientos de Candida frente al ketoconazol y el clo-
trimazol, antifúngicos que se evaluaron en este estudio, nos 
dimos a la tarea de determinar los valores de CMI frente a 
estos imidazoles que son de amplio uso en Cuba en el trata-
miento de micosis superficiales, cutáneas y mucocutáneas23.

Hasta la fecha el clotrimazol ha sido utilizado como un agente 
de referencia para evaluar antimicóticos de nuevas genera-
ciones. Se utiliza con gran frecuencia en la candidiasis oral y 
vulvovaginal como agente tópico, por su amplio espectro de 
acción en la candidiasis mucocutánea y por su disponibilidad 
debido al bajo costo de este imidazol24. Aunque son pocos 
los reportes en la literatura acerca de la susceptibilidad in 
vitro al clotrimazol en levaduras, algunos estudios como el de 
Pelletier et al.24 realizado en los Estados Unidos de Nortea-
mérica con 87 niños infectados por el VIH que presentaban 
una candidiasis orofaríngea, obtuvieron como resultado que 
la resistencia in vitro al clotrimazol, considerándola por pre-
sentar una CMI superior a 1 µg/mL, estaba altamente aso-
ciado con una resistencia clínica a la terapia con derivados 
azólicos; y que la resistencia in vitro al clotrimazol se correla-

cionaba con una candidiasis refractaria a nivel de mucosa24. 
Otra investigación realizada por Hamza et al.17 en Tanzania 
en la cual evaluó más de 200 aislamientos de Candida frente 
al clotrimazol y otros derivados azólicos encontraron una alta 
sensibilidad frente a este imidazol, resultado semejante al re-
portado en este estudio.

En cuanto al ketoconazol, agente imidazólico de amplio es-
pectro, obtuvimos un alto grado de sensibilidad in vitro en 
los aislamientos evaluados. Resultados similares han sido 
reportados por Dieng et al.25 en Senegal y Alexander et al.26 
en los Estados Unidos, los cuales evidenciaron en la mayoría 
de aislamientos de Candida spp procedentes de pacientes 
infectados por el VIH/sida que presentaban lesiones orales, 
unas CMI inferiores a 0,125 µg/mL. De interés fue el hallazgo 
de una cepa de C. famata con una CMI de 8 µg/mL frente al 
ketoconazol. No obstante a ser una especie poco descrita en 
infecciones humanas causadas por levaduras, Migliorati et 
al.27 en los Estados Unidos, y Odio28 en Costa Rica han repor-
tados aislamientos de C. famata con CMI elevadas frente a 
este imidazol en pacientes VIH/sida con cuadros clínicos de 
candidiasis orofaríngea y con infecciones fúngicas invasivas, 
respectivamente. 

El itraconazol, derivado triazólico de amplio espectro de ac-
ción, tuvo una actividad similar a los restantes azoles. Del total 
de aislamientos estudiados, solo 3 (todas C. albicans) mostra-
ron resistencia frente al itraconazol, para un 2,3% de resisten-
cia. Resultados similares de resistencia frente a este triazol 
fueron obtenidos por Magaldi et al.29 en Venezuela, Sant’Ana 
et al.2 en Brasil y Alexander et al.26 quienes reportaron porcen-
tajes de resistencia inferiores al 4% en cada caso. 

En este trabajo, 5 aislamientos (3.5%), de la especie C. albi-
cans, quedaron clasificados dentro de la categoría “susceptible 
dosis-dependiente” (SDD), para el itraconazol. En esta catego-
ría quedan incluidas todas los aislamientos cuya CMI presenta 
un valor intermedio entre los de sensibilidad y resistencia, para 
las cuales el empleo in vivo de altas dosis del antifúngico, pu-
diera favorecer una respuesta exitosa al tratamiento30. 

Las actividades comparativas de los antifúngicos azólicos con-
tra los aislamientos clínicos de C. albicans mostraron que el 
clotrimazol tuvo una actividad ligeramente superior que el ke-
toconazol y más efectiva comparada con el itraconazol al inhi-
bir a más del 90% de los aislamientos a una concentración de 
0,01 μg/mL. Estos resultados son similares a los obtenidos por 
Martínez-Suárez y Rodríguez Tudela, quienes en un estudio 
comparativo de cinco derivados azólicos (ketoconazol, itraco-
nazol, fluconazol, miconazol y clotrimazol) encontraron que las 
CMIs más bajas correspondieron al ketoconazol, clotrimazol y 
miconazol31. En un trabajo más reciente desarrollado por Kuri-
yama et al.14 en Inglaterra, evaluaron 10 agentes antifúngicos, 
y de ellos el ketoconazol tuvo los valores de actividad in vitro 
más bajas frente a Candida albicans. 

Los resultados obtenidos de la susceptibilidad in vitro de las 
especies de Candida estudiadas demuestran la alta eficacia 
de los derivados azólicos empleados como buenas opciones 
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terapéuticas en la candidiasis orofaríngea, teniendo en cuen-
ta que dichos estudios en levaduras constituyen una herra-
mienta beneficiosa en predecir el éxito clínico, pero perma-
nece solo como uno de varios factores que pueden impactar 
en la respuesta clínica32.

Las pruebas de susceptibilidad in vitro han demostrado tener 
gran utilidad en los estudios epidemiológicos, de vigilancia de 
los patrones de susceptibilidad en poblaciones de microorga-
nismos a determinados antimicrobianos, como se evidencia 
en este estudio donde predominó un alto grado de sensibili-
dad a los azoles estudiados frente a las especies de Candida, 
así como, para el descubrimiento de nuevos fármacos y para 
predecir posibles fracasos terapéuticos en la práctica médi-
ca32. Por lo anterior, es de vital importancia continuar desa-
rrollando trabajos de investigación que permitan optimizar, la 
correlación de los resultados in vitro con la respuesta in vivo 
para aquellos fármacos, en los que aún no se disponen de 
puntos de cortes estandarizados de sensibilidad y resisten-
cia, y de esa forma contar con una vigilancia de la resistencia 
a los antimicóticos que se utilizan en la práctica clínica.

Conclusiones

C. albicans continúa siendo la principal especie dentro del 
género Candida aislada de procesos infecciosos en huma-
nos. Es importante, por tanto, conocer los niveles de sensibi-
lidad y resistencia frente a los azoles que más comúnmente 
se utilizan en nuestro medio. 

En este estudio evidenciamos una baja sensibilidad in vitro 
de los aislamientos de Candida estudiados frente a los azo-
les evaluados.
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