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RESUMEN. Se compar6 el Efecto Postantifungico (EPAF) de 1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2- nitroeteno
(G-1) y de anfotericina B frente a cepas de Candida albicans. EI EPAF fue inducido por exposicion de los
microor ganismos durante 1 hora a 30 °C con agitacion a una concentracion de 1 x CIM de G-1y de anfo-
tericina B. Como resultado, G-1 produjo un EPAF prolongado (> 2 horas) en e rango de 4,47 a 6,23 h pa-
ra las cepas ensayadas. G-1 indujo un EPAF mas prolongado que anfotericina B en los microor ganismos

estudiados.

SUMMARY. “Comparison of the postantifungal effect of G-1 and amphotericin B against Candida albicans’.
The Postantifungal Effect (PAFE) of G-1 and amphotericin B against Candida albicans strains was compared.
PAFE was induced by exposure of microorganisms to G-1 and amphotericin B at 1 x MIC concentration, with
agitation during one hour at 30 °C. As aresult, G-1 produced a prolonged PAFE (> 2 hours) ranging from 4.47 to
6.23 hours in the assayed strains. G-1 induced a more prolonged PAFE than amphotericin B in al strains.

INTRODUCCION

En la actualidad se ha visto un incremento
considerable de las infecciones causadas por
hongos, por ejemplo las candidiasis, como tam-
bién se ha observado el llamado fenédmeno de
la resistencia microbiana, provocado por el uso
prolongado, irracional y excesivo de los antimi-
crobianos en el tratamiento de muchas infeccio-
nes humanas. Esto ha incentivado a que cientifi-
cos de todo el mundo trabajen arduamente en
la obtencién de nuevos agentes antiflingicos,
donde la combinacién de su actividad y caracte-
risticas intrinsecas, tales como, sus propiedades
fisico-quimicas y farmacocinéticas, le confieran
una mayor eficacia tanto para inactivar los hon-
gos como inhibir su crecimiento.

El (EPAF) es un parametro farmacodinamico
ampliamente usado en los estudios microbiol6-
gicos, el cual se define como la supresiéon del
crecimiento fangico que persiste durante un
tiempo luego de una limitada exposicién a un

agente antifingico 12 . Este se ha observado pa-
ra una gran variedad de antimicrobianos, tenien-
do importante implicacion clinica en la dosis del
antimicrobiano en cuestién y en el intervalo de
dosificacion de éste en un tratamiento determi-
nado.

El producto furil etilénico 1-(5-bromofur-2-
il)-2-bromo-2-nitroeteno (G-1) desarrollado por
el Centro de Bioactivos Quimicos de La Univer-
sidad Central “Martha Abreu” de Las Villas es un
compuesto que no esta relacionado estructural-
mente ni presenta resistencia cruzada con nin-
gun antibidtico en uso. Ademas, esta sustancia
posee actividad combinada antibacteriana y an-
tifingica de amplio espectro 37, rasgo distintivo
gue no presenta ningun agente antimicrobiano
en uso. Por esta razén para la realizacién de
nuestra investigacion nos trazamos como objeti-
vo, estudiar el comportamiento del EPAF del G-
1 frente a Candida albicans.

PALABRAS CLAVE: Candida albicans, Efecto Postantifungico, G-1,.
KEY WORDS Candida albicans, G-1, Postantifungal Effect

*  Autoraaquien dirigir la correspondencia. E-mail: mrgarcia@cbg.uclv.edu.cu

ISSN 0326-2383



GarciaBernal,M., R. MedinaMarrero, P. Hidalgo Llanes, R. Machado Pérez, Y. Pérez Acosta& L. Vergara Salazar

MATERIALES Y METODOS
Sustancia de ensayo y solvente

La sustancia de ensayo fue el producto 1-(5-
bromofur-2-il)-2-bromo-2-nitroeteno (G-1), prin-
cipio activo sintetizado en la Planta de Produc-
cion del Centro de Bioactivos Quimicos de la
Universidad Central de Las Villas (UCLV). Se uti-
liz6 como solvente polietilénglicol 400 de cali-
dad farmacéutica.

Sustancia de referencia
La sustancia de referencia fue el principio ac-
tivo de anfotericina B.

Microorganismos de ensayo

El estudio se realiz6 con una cepa clinica de
Candida albicans aislada de lesiones en piel,
procedente del Hospital Docente Clinico Quirdr-
gico “Arnaldo Milidn Castro” de Santa Clara. La
cepa fue identificada y caracterizada por los mé-
todos internacionalmente aceptados y estableci-
dos en los laboratorios de microbiologia clinica
del Ministerio de Salud Publica de Cuba (MIN-
SAP), utilizando como cepa control de la cali-
dad Candida albicans ATCC 10231 proveniente
del Centro de Investigacion y Desarrollo de Me-
dicamentos (CIDEM) de Ciudad de La Habana 8.

Medios de cultivo

Se emplearon para las pruebas de susceptibi-
lidad in vitro a agentes antimicrobianos, caldo y
agar Dextrosa Sabouraud. Para realizar el conteo
durante la determinacion del EPAF se utilizd
agar Dextrosa Sabouraud.

Determinacion de la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) °.

Se determind la CIM a cada una de las cepas
en caldo Dextrosa Sabouraud para las cepas de
ensayo, por el método de macrodilucién en cal-
do. Se ensayd un rango de concentraciones de
64-0,25 pg/mL para G-1 y de 8-0,03125 pg/mL
para anfotericina B, utilizando un in6culo de
aproximadamente 2 x 105 UFC/mL. También se
determind la Concentracion Fungicida Minima
(CFM) 10, en agar Dextrosa Sabouraud.

Medida del efecto postantifungico (EPAF)
Preparacion del indculo

A partir de un cultivo en placa de toda la no-
che se preparé una suspension en caldo Dextro-
sa Sabouraud y se incubd a 30 °C durante 4-6
horas hasta alcanzar la fase logaritmica que se
correspondié aproximadamente con 1-2 x 10 8
UFC/mL (tubo 0,5 de Mc. Farland).

Induccion del EPAF

Los cultivos microbianos fueron expuestos a
una concentracion de 1 x CIM para todas las ce-
pas frente a los productos de ensayo, por una
hora a 30 °C con agitacién. Para ello se tomaron
cuatro tubos que contenian 5mL de caldo con
antifangico y se inocularon con 50 pL del in6cu-
lo (aproximadamente 106 UFC/mL).

Seguidamente se procedi6 a eliminar los pro-
ductos por centrifugacion, lavando el cultivo
con solucién salina fisioldgica incluyendo al
control. Las células fungicas fueron resuspendi-
das en 5 mL de caldo Dextrosa Sabouraud y los
tubos fueron incubados a 30 °C con agitacion,
para ser usados posteriormente.

La determinacion del nUmero de microorga-
nismos viables se realiz6 antes de la exposicién
a los productos, a las 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 horas.
Para ello se realiz6 una dilucién de 1/10 en so-
lucion salina fisiolégica. Seguidamente se tomd
100 pL de los tubos alternos y se transfirieron a
cada una de las tres réplicas de agar Dextrosa
Sabouraud. Las mismas fueron incubadas de 48
a 72 horas a 30 °C y se consideraron contables
cuando el nimero de microorganismos viables
estuvo entre 30-300 colonias/placa.

El EPA se determind segin la formula 1;
EPAF =T - C, donde T es el tiempo requerido
para que el conteo de microorganismos viables
del cultivo expuesto al antifiingico aumente 1
log,o unidades por encima del conteo observa-
do inmediatamente después del lavado y C es el
tiempo correspondiente al control no expuesto.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra la actividad antimicrobia-
na de G-1 y anfotericina B frente a cepas de
Candida albicans. La CIM para G-1 obtenida
frente a las cepas de ensayo fue de 1 pg/mL, re-
gistrdndose igual CFM.

En esta investigacion el valor de la CIM para
anfotericina B frente a la cepa de referencia esta
dentro del rango que establece las NCCLS;
mientras que en la cepa clinica el valor de CIM
fue de 0.5 pg/mL, y la CFM fue de 1 pg/mL, lo
gue demuestra la alta sensibilidad de ésta a an-
fotericina B.

Para la comparacion del EPAF se utilizd una
concentracion equivalente a maltiplos de 1 x
CIM para las cepas evaluadas.

Las Figuras 1 y 2 muestran las curvas del
comportamiento de los microorganismos ex-
puestos al G-1 y al anfotericin B en funcion del
tiempo; obtenidas promediando los dos ensayos
independientes realizados por cepa.
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Microorganismo Producto CIM (pg/mL) CFM (pg/mL)
Candida albicans clinica G-1 1 1
anfotericin B 0,5 1
Candida albicans ATCC 10231 G-1 1 1
anfotericin B 0,5 1

Tabla 1. Valores de la CIM y CFM del G-1 y anfotericina B frente a cepas de Candida albicans.
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Figura 1. Comportamiento en el tiempo de la cepa
de Candida albicans clinica después de la exposi-
cion a G-1 y anfotericina.

En las mismas se aprecia que en la cepa de
referencia el nimero de microorganismos via-
bles a través del tiempo fue similar cuando fue
expuesta a G-1 y a anfotericina B. En la cepa
clinica el numero de microorganismos viables a
través del tiempo fue menor cuando fue ex-
puesta a G-1 y no a anfotericina B.
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Figura 2. Comportamiento en el tiempo de la cepa
de Candida albicans ATCC 10231 después de la ex-

posicién a G-1 y Anfotericina B.

La Tabla 2 muestra los valores del EPAF del
G-1 y anfotericina B en las dos cepas estudia-
das. De forma general, anfotericina B mostré un
EPAF mayor de 3 horas en la cepa clinica y en
la de referencia, 3.17 h y 3.22 h respectivamen-
te.

Microorganismo

Producto EPAF (horas)

Candida albicans clinica
Anfotericina B

G-1 6,11 (6,23-5,99)

3,17 (3,25-3,09)

Candida albicans ATCC 10231
anfotericina B

G-1 4,51 (4,56-4,47)

3,22 (3,39-3,06)

Tabla 2. Duracion del EPAF para Candida albicans.

G-1 mostré un prolongado EPAF (mayor de
2 horas) en la cepa clinica y en la cepa de refe-
rencia, de 6,11 h y 4,51 h, respectivamente. Al
comparar el EPAF de G-1 y de anfotericina B
observamos que G-1 mostré un EPAF superior a
anfotericina B.

DISCUSION
Los estudios preliminares de sensibilidad
coincidieron con los resultados reportados por

otros investigadores, tanto en Cuba 1314 como
en Canad4 15 . Nuestros resultados concuerdan
con los obtenidos por Blondeau et al. 15, quie-
nes evaluaron 154 cepas de levaduras y de ellas
138 fueron Candida albicans, por el método de
microdilucion en caldo, donde reportaron valo-
res de CIM para el G-1 en el rango de 1 a 4
pg/mL.

Fung-Tomc et al. 16 determinaron la actividad
in vitro de anfotericina B frente a 35 especies de
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hongos y levaduras incluyendo cepas de Candi-
da albicans y obtuvieron valores de CIM en el
rango de 0.25 a 1 pg/mL.

En nuestro estudio el EPAF de anfotericina B
en las cepas de Candida albicans ATCC 10231
y clinica fue de 3,22 y 3,17 horas, respectiva-
mente. La duracién del EPAF difiere significati-
vamente segun el microorganismo de ensayo e
incluso puede depender de una cepa dentro de
una misma especie 7. Por ejemplo, Ernest et al.
18 realizaron un estudio con anfotericina B para
determinar el EPAF frente a una cepa de Candi-
da albicans ATCC 90028 y una cepa clinica de
Candida albicans y obtuvieron un EPAF mayor
de 2 h, mientras que en un ensayo similar Egusa
et al. 19 obtuvieron un EPAF frente a 12 aisla-
mientos de Candida albicans de 8,73 £ 0,93 h.

Otros autores han determinado el EPAF fren-
te a Candida albicans del voriconazol a 1 x
CIM y 4 x CIM obteniendo valores de EPAF de
0.5+ 03 hy 3.0 % 1.1 h respectivamente 20.
Gunddersson et al. 22 midieron el EPAF de la
nistatina en cepas de Candida albicans a dife-
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