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Asociaci•n Espa€ola de Micolog•a

M•todos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad
a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-A y M44- A)

15a.1. Fundamento

Cuando la anfotericina B y la 5-fluorocitosi-
na eran las •nicas opciones terap€uticas para el tra-
tamiento de las infecciones f•ngicas profundas, la
realizaci•n de pruebas de sensibilidad antif•ngica
no estaba muy justificada. A medida que la industria
farmac€utica fue introduciendo en el mercado nue-
vos antif•ngicos o nuevas formulaciones de los ya
conocidos, se hizo necesaria la realizaci•n de prue-
bas de sensibilidad con el fin de comparar la activi-
dad de los mismos y detectar las posibles
resistencias. 

Motivado por esta nueva realidad, el
ªClinical Laboratory Standard Instituteº (CLSI,
antes NCCLS) realiz•, en 1985, una encuesta en
diferentes laboratorios para conocer qu€ pruebas de
sensibilidad antif•ngica realizaban habitualmente y
c•mo las realizaban. Adem‚s, se les solicit• la
determinaci•n de la concentraci•n mƒnima inhibito-
ria (CMI) a una serie de cepas utilizando su propia
metodologƒa. Los resultados mostraron que pocos
laboratorios realizaban pruebas de sensibilidad anti-
f•ngica y que la metodologƒa empleada (medio de
cultivo, in•culo, etc.) era muy variada. Los resulta-
dos de las CMI tambi€n fueron impactantes: en
algunos casos, las diferencias entre los distintos
laboratorios fueron hasta 512 veces mayores. 

Como consecuencia de esta realidad el CLSI
cre• un subcomit€ para el estudio y estandarizaci•n
de las pruebas de sensibilidad a los antif•ngicos en
las levaduras del g€nero Candiday en Cryptococcus
neoformans, que di• lugar a la publicaci•n, en 1992,
de la propuesta de un m€todo (M27-P). En 1995 se
public• el m€todo provisional (M27-T) y, en 1997,
se aprob• definitivamente el m€todo conocido como
M27-A en el que se incorporan los puntos de corte
de fluconazol, itraconazol y 5-fluorocitosina y las
CMI para las cepas control de calidad. En el a!o
2008 se public• un nuevo documento, el M27-A3,
en el que se incluyen los valores de la CMI de vori-
conazol, ravuconazol y posaconazol para las cepas
control de calidad. En un intento de facilitar y agili-
zar la realizaci•n de las pruebas de sensibilidad a
los antif•ngicos en los laboratorios clƒnicos, en 2003
el comit€ estandariz• el m€todo de difusi•n en
disco, (documento M44-P) que fue aprobado defini-
tivamente en 2004 (documento M44-A). 

Como complemento del m€todo de sensibili-
dad para levaduras, en 1998 el CLSI public• su pro-
puesta metodol•gica para el estudio de sensibilidad

antif•ngica en hongos filamentosos (documento
M38-P) y en 2002 aprob• el m€todo definitivo
(documento M38-A). 

A pesar de todo, las pruebas de sensibilidad a
los antif•ngicos no est‚n tan desarrolladas como las
de los antibacterianos. Los puntos de corte y los 
criterios de sensibilidad y resistencia de las levadu-
ras para los antif•ngicos fluconazol, itraconazol y 
5-fluorocitosina s•lo estaban determinados para las
micosis orofarƒngeas de enfermos con sida y para
las candidemias. Por lo tanto, estos datos pueden
variar en el futuro y hay que prestar atenci•n a 
las nuevas normas que vayan publicando los comi-
t€s de estandarizaci•n de ensayos in vitro, tanto
europeo (EUCAST) como americano (CLSI).
Recientemente, una revisi•n exhaustiva de los
puntos de corte de fluconazol, realizada por Pfaller
y cols. [1], en la que se incluyen 603 candidiasis
invasoras y 692 candidiasis orofarƒngeas producidas
por aislados con CMI a fluconazol elevadas, ha per-
mitido ratificar los puntos de corte de fluconazol
propuestos por el CLSI tanto los determinados por
el m€todo de microdiluci•n como los determinados
por difusi•n en disco. 

En este Capƒtulo se describen con detalle los
m€todos de referencia para levaduras, M27-A3 y
M44-A [2,3], y para hongos filamentosos, M38-A,
propuestos por el CLSI [4]. B‚sicamente, consisten
en cuantificar la inhibici•n de crecimiento produci-
da por el antif•ngico comparada con el crecimiento
de la levadura o moho en el mismo medio pero sin
antif•ngico (control). El medio de cultivo, pH, tam-
p•n, in•culo, tiempo y temperatura de incubaci•n
deben ajustarse estrictamente a lo recomendado en
dichos documentos puesto que cualquier variaci•n
de estos par‚metros puede afectar los resultados.

15a.2. M•todo de microdiluci!n para
levaduras (M27-A3)

15a.2.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo que ha dado mejor concor-
dancia, tanto intra como interlaboratorio, es el medio
sint€tico RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato
s•dico (Gibco, ICN, Oxoid, Sigma), tamponado
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M•todos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad 

a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-A y M44- A)15a-2

Antif€ngicos insolubles en agua (anfotericina B,
anidulafungina, itraconazol, ketoconazol,
posaconazol, ravuconazol, voriconazol)

1. Preparar una soluci•n, pesando la cantidad sufi-
ciente de polvo para obtener una concentraci•n
de 1.600 €g/ml (100 veces superior a la concen-
traci•n m•s alta de antif‚ngico a ensayar) y
disolverla en dimetil sulf•xido (DMSO).

2. Repartir en alƒcuotas de 1,1 ml y congelar a
±70 „C hasta su utilizaci•n (m•ximo 6 meses), o
a ±40 „C (m•ximo 2 meses).

15a.2.3. Preparaci!n de las
diluciones de antif€ngico

Se recomienda seguir el m!todo de las dilu-
ciones dobles seriadas aditivas. Los pasos a seguir
son diferentes seg‚n el antif‚ngico sea soluble o
insoluble en agua.

Antif€ngicos solubles en agua
(fluconazol, 5-fluorocitosina,
caspofungina, micafungina)

Seguir las indicaciones de laTabla 15a.1 y
las Figuras 15a.1 y 15a.2. Las concentraciones a
ensayar son las comprendidas entre 64 y 0,12 €g/ml.
Los vol‚menes indicados son suficientes para pre-
parar 5 placas de antif‚ngico. 

Brevemente: 

1. A partir de la soluci•n madre se prepara la serie
de diluciones a una concentraci•n 10 veces
superior a la concentraci•n final deseada, utili-
zando como diluyente RPMI 1640.

2. Seguidamente se realiza una diluci•n 1/5 a"a-
diendo a todos los tubos 4 ml de RPMI, con lo
que la concentraci•n del antif‚ngico en los tubos
es 2 veces mayor que la concentraci•n final
deseada (de 128 €g/ml a 0,25 €g/ml). 

con •cido morfolino propano sulf•nico (MOPS)
0,164 M (ICN, Sigma), ajustado a pH 7#0,1 y con
0,2% de glucosa.

Componentes:

· RPMI 1640 . . . . . . . . . . . . . . 10,40 g
· Tamp•n MOPS. . . . . . . . . . . 34,53 g
· Agua destilada . . . . . . . . . . . 1.000 ml

Preparaci n:

1. Disolver en 900 ml de agua destilada las canti-
dades indicadas, agitando hasta su completa
disoluci•n.

2. Ajustar el pH a 6,9 - 7,1, utilizando NaOH 1N •
10N (medir la cantidad utilizada).

3. A"adir agua destilada hasta completar 1 litro.
4. Filtrar est!rilmente.
5. Mantener refrigerado hasta su uso (4-8 „C,

m•ximo 6 meses).

15a.2.2. Preparaci!n de la
soluci!n madre de antif€ngico

Preferiblemente debe utilizarse sustancia
valorada que se puede solicitar a los laboratorios
productores.

Antif€ngicos solubles en agua
(fluconazol, 5-fluorocitosina,
caspofungina, micafungina)

1. Preparar una soluci•n, pesando la cantidad sufi-
ciente de polvo para obtener una concentraci•n
al menos 10 veces superior a la concentraci•n
m•s alta de antif‚ngico a ensayar y disolverla en
agua destilada est!ril.

2. Repartir en alƒcuotas de 1,1 ml y congelar a
±70 „C hasta su utilizaci•n (m•ximo 6 meses), o a
±40 „C (m•ximo 2 meses).

Un consejo...

· En caso de no disponer de sustancia valorada se
puede utilizar el preparado comercial para infusi—n
endovenosa, comprobando que las CMI para las
cepas control estŽn dentro del intervalo
recomendado.

Un consejo...

· El tiempo de estabilidad indicado es orientativo ya
que depende del tipo de antifœngico. Una vez des-
congelado no debe volverse a congelar. Las pla-
cas de antifœngico preparadas tendr‡n la misma
fecha de caducidad que la de la soluci—n madre.

Unos consejos...

· Es importante seguir estas recomendaciones ya
que concentraciones de antifœngico m‡s elevadas
no se disuelven bien.

· Normalmente la soluci—n madre no necesita esteri-
lizarse pero si, para mayor seguridad, se quiere
esterilizar, debe hacerse por filtraci—n (mediante
filtros de membrana o cualquier otro material que
no absorba o retenga el antifœngico).
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Asociaci•n Espa€ola de Micolog•a

M•todos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad 
a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-A y M44- A) 15a-3

Tabla 15a.1. Diluciones de los antif€ngicos soluble s en agua.

Tubo Concentraci—n Transferir A un tubo con Concentraci—n resultante Tubo

n¼ 1 1280 µg/ml 1 ml 1 ml de RPMI 640 µg/ml n¼ 2
n¼ 2 640 µg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 320 µg/ml n¼ 3
n¼ 2 640 µg/ml 0,5 ml 1,5 ml de RPMI 160 µg/ml n¼ 4
n¼ 4 160 µg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 80 µg/ml n¼ 5
n¼ 4 160 µg/ml 0,25 ml 0,75 ml de RPMI 40 µg/ml n¼ 6
n¼ 4 160 µg/ml 0,25 ml 1,75 ml de RPMI 20 µg/ml n¼ 7
n¼ 7 20 µg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 10 µg/ml n¼ 8
n¼ 7 20 µg/ml 0,25 ml 0,75 ml de RPMI 5 µg/ml n¼ 9
n¼ 7 20 µg/ml 0,25 ml 1,75 ml de RPMI 2,5 µg/ml n¼ 10
n¼ 10 2,5 µg/ml 1 ml 1 ml de RPMI 1,25 µg/ml n¼ 11

Figura 15a.1. Esquema para las diluciones de antifœngicos solubles en agua. Diluyente RPMI 1640.

Observar que...

· Al terminar las diluciones todos los tubos contienen 1 ml, excepto el tubo n¼ 11 (2 ml). De este
œltimo se desechar‡ 1 ml.

· En los tubos n¼ 2 al n¼ 11 la concentraci—n del antifœngico es 10 veces superior a la concentraci—n
final deseada.
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M•todos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad 

a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-A y M44- A)15a-4

15a.2.4. Llenado de las placas

Las placas de microtiter se rellenan con
100 •l de soluci€n de antif•ngico siguiendo los
siguientes pasos(Figuras 15a.2 y 15a.4): 

· El contenido del tubo në 2 se vierte en una cube-
ta o en una placa de Petri est!ril y con ayuda de
una pipeta multicanal (8 canales) se toman
100 •l y se llenan los pocillos de la columna në 2
(2A - 2H). 

Antif€ngicos insolubles en agua (anfotericina B,
anidulafungina, itraconazol, ketoconazol,
posaconazol, ravuconazol, voriconazol)

Los pasos a seguir se detallan en la Tabla
15a.2 y en las Figuras 15a.3y 15a.4. Las concentra-
ciones a ensayar son las comprendidas entre 16 y
0,03 •g/ml. Los vol•menes indicados son suficien-
tes para preparar 5 placas de antif•ngico. 

Brevemente:

1. A partir de la soluci€n madre se prepara la serie
de diluciones a una concentraci€n 100 veces
superior a la concentraci€n final deseada, utili-
zando como diluyente DMSO. 

2. Seguidamente se realiza una diluci€n 1/50
tomando 100 •l de cada tubo y se transfieren a
otro tubo que contiene 4,9 ml de RPMI, con lo que
la concentraci€n de antif•ngico es dos veces
mayor que la concentraci€n final deseada (32 •g/ml
- 0,06 •g/ml) y la de DMSO, 2% (Figura 15a.4).

Tabla 15a.2. Diluciones de los antif€ngicos insolub les en agua.

Tubo Concentraci—n Transferir A un tubo con Concentraci—n resultante Tubo

n¼ 2 1600 µg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 800 µg/ml n¼ 3
n¼ 2 1600 µg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 400 µg/ml n¼ 4
n¼ 2 1600 µg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 200 µg/ml n¼ 5
n¼ 5 200 µg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 100 µg/ml n¼ 6
n¼ 5 200 µg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 50 µg/ml n¼ 7
n¼ 5 200 µg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 25 µg/ml n¼ 8
n¼ 8 25 µg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 12,5 µg/ml n¼ 9
n¼ 8 25 µg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 6,25 µg/ml n¼ 10
n¼ 8 25 µg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 3,12 µg/ml n¼ 11

Figura 15a.2. Segundo paso de las diluciones de antifœngicos
solubles en agua (mŽtodo de microdiluci—n).

Llenar los pocillos con 100 • l

A!adir a todos los tubos 4 ml de RPMI

Dil.
1:5

Concentraci"n final despu#s de inocular: 64 - 0,12 • g/ml

RPMI

A
B
C
D
E
F
G
H

2 31 5 64 8 97 11 1210

CC111098765432CE

Observar que...

· Al terminar las diluciones, todos los tubos
contienen 1 ml excepto el n¼11 que contiene 2 ml.

· En los tubos n¼ 2 al n¼ 11 la concentraci—n del
antifœngico es 100 veces superior a la
concentraci—n final deseada. 

· Los tubos n¼ 2 al n¼ 11 est‡n diluidos en DMSO.
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M•todos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad 

a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-A y M44- A) 15a-5

Asociaci•n Espa€ola de Micolog•a

· Con el contenido del tubo në 3 se llenan los
pocillos de la columna në 3 (3A - 3H).

· Con el contenido del tubo në 4 se llenan los
pocillos de la columna në 4 (4A - 4H).

· Etc.... y as! hasta la columna në 11. 
· Los pocillos de la columna në 12 se llenan con

100 "l de RPMI (control de crecimiento).
ATENCI#N : cuando se trata de antif$ngicos
insolubles en agua, la columna në 12 se rellena
con 100 "l de RPMI con un 2% de DMSO, o el
disolvente que se haya utilizado. 

· Los pocillos de la columna në 1 se llenan con
200 "l de RPMI (control de esterilidad). 

· Una vez llenas las placas se cierran y envuelven
convenientemente con una bolsa de pl&stico o
con papel de esta'o, para evitar la evaporaci*n,
y se congelan a ±70 +C, o bien a ±40 +C. 

Figura 15a.3. Esquema para las diluciones de antifœngicos insolubles en agua. Diluyente dimetil sulf—xido (DMSO).

800  • g/ml
1 ml

3

1600  • g/ml

2

400  • g/ml
1 ml

4

100  • g/ml
1 ml

6

50  • g/ml
1 ml

7

12,5  • g/ml
1 ml

9

6,25  • g/ml
1 ml

10

200  • g/ml
2 ml

5

25  • g/ml
2 ml

8

3,12  • g/ml
2 ml

11

0,5 m
l

0,25 ml

0,25 ml

0,25 ml

0,25 ml

0,25 ml

0,5
 m

l

0,25 ml

0,5 m
l

Figura 15a.4. Segundo paso de las diluciones de antifœngicos inso-
lubles en agua (mŽtodo de microdiluci—n). Diluyente RPMI 1640.

A!adir 4,9 ml de RPMI

Dil.
1:50

Concentraci"n final despu#s de inocular: 16-0,03 • g/ml

A
B
C
D
E
F
G
H

2 31 5 64 8 97 11 1210

CC111098765432CE

4,9 ml RPMI
+100 • l DMSO

100 • l

100 • l5 ml RPMI

111098765432

¡Atenci!n"

· La fecha de caducidad de las placas ser‡ la de la
soluci—n madre y no la del d’a de preparaci—n de
las placas.
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a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-A y M44- A)15a-6

15a.2.7. Control de pureza del cultivo

Es conveniente hacer un control del in•culo
utilizado; para ello se siembran 10 €l del pocillo
control (në 12) en una placa de CHROMagar y, a las
24 h, se cuentan las UFC. De esta forma se controla
la pureza y densidad del cultivo y se comprueba la
identificaci•n de la cepa.

15a.2.8. Incubaci!n de las placas

Las placas se incuban a 35 !C. Las inocula-
das con especies del g"nero Candida durante 48 h y
las inoculadas con C. neoformansdurante 72 h.

15a.2.5. Preparaci!n del in!culo

Si la levadura ha estado almacenada o conge-
lada, antes de realizar las pruebas de sensibilidad
conviene hacer por lo menos dos pases en medio de
agar glucosado de Sabouraud (SDA). 

In!culo para Candida spp. 

Se prepara tocando con el asa de cultivo
5 colonias ³ 1 mm y de 24 h de crecimiento en placa
de SDA que se resuspenden en un tubo de soluci•n
salina (ClNa 0,85%). Se agita bien y, con ayuda de
un espectrofot•metro (longitud de onda: 530 nm), se
ajusta a una densidad •ptica 0,5 McFarland, a#a-
diendo la cantidad necesaria de soluci•n salina. Esta
soluci•n tiene una concentraci•n aproximada de
1x106 - 5x106 UFC/ml. Posteriormente se realiza
una diluci•n 1:1000 con medio RPMI (concentra-
ci•n de 1x103 - 5x103). Esta $ltima diluci•n es la
que se utiliza para inocular las placas de antif$ngi-
co. La concentraci•n final de levaduras en las placas
ser& de 0,5x103 - 2,5x103. En la Figura 15a.5se
representan esquem&ticamente todos estos pasos. 

In!culo para C. neoformans

Se prepara igual que para Candida spp., pero
partiendo, en este caso, de un cultivo de 48 h en SDA. 

15a.2.6. Inoculaci!n de las placas

El d'a del ensayo se sacan las placas del con-
gelador y se dejan a temperatura ambiente hasta su
completa descongelaci•n. 

Se inoculan con 100 €l de la suspensi•n de
levadura desde el pocillo 2 hasta el 12.

La columna në 1 (1A - 1H) que contiene
200 €l de RPMI, se utiliza para el control de esterili-
dad del medio. Tambi"n sirve para leer la absorban-
cia del medio. 

La columna në 12 (12A - 12H) no contiene
antif$ngico pero debe tener la misma concentraci•n
de disolvente que los pocillos con antif$ngico. Es el
control de crecimiento.

Observar que... 

· Al inocular las placas, las concentraciones de los pocillos se diluyen 1/2. En consecuencia, la concentraci—n final de
antifœngico en los pocillos ser‡ de 64 µg/ml a 0,12 µg/ml, en los solubles en agua, y de 16 µg/ml a 0,03 µg/ml en los
insolubles.

· En una placa de antifœngico se pueden ensayar hasta 8 cepas diferentes.

Figura 15a.5. Preparaci—n del in—culo de levaduras.

Tocar 4-5 colonias

(70% T)
McFarland 0,5

(1-5x106 UFC/ml)

Suero salino

10 • l10 • l

SDA 24h a 35•C

20 ml

(0,5-2,5x103 UFC/ml)

Macrodiluci!n
1:2000

RPMI

10 ml
RPMI

(1-5x103 UFC/ml)

Microdiluci!n
1:1000

RPMI
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M•todos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad 

a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-A y M44- A) 15a-7

Asociaci•n Espa€ola de Micolog•a

15a.2.9. Lectura e interpretaci!n
de los resultados

Lectura visual

La lectura visual debe realizarse con ayuda
de un espejo invertido. 

Azoles y 5-fluorocitosina: la CMI es la con-
centraci!n m"s baja de antif#ngico que produce una
reducci!n aparente del crecimiento de la levadura
(³ 50%), comparada con el crecimiento control des-
pu$s de 48 h de incubaci!n. 

Equinocandinas: La CMI se lee como en
los azoles pero a las 24 h de incubaci!n.

Anfotericina B: la CMI es la concentraci!n
m"s baja de antif#ngico que inhibe el crecimiento
de la levadura, o lo que es lo mismo, que produce
una reducci!n del 100% del crecimiento. 

Lectura espectrofotom•trica

Aunque no es la recomendada por el CLSI,
puede hacerse una lectura espectrofotom$trica a 405
nm (longitud de onda de m"xima absorbancia del
medio), tambi$n puede leerse a 490 y 530 nm ya
que, pr"cticamente, la CMI no var&a [5,6].

Antes de realizar la lectura espectrofotom$-
trica es conveniente agitar las placas para obtener
una suspensi!n homog$nea y, una vez realizada, se
resta a todos los pocillos la absorbancia del medio,
es decir la absorbancia del pocillo de la columna në 1. 

La CMI para los azoles, 5-fluorocitosina,
equinocandinas y, en general, los antif!ngicos fun-
gist"ticos, es la concentraci!n m"s baja de antif#n-
gico cuya densidad !ptica es £ 50% del pocillo
control de crecimiento (pocillo de la columna 
në 12). La CMI para la anfotericina B y, en gene-
ral, otros antif!ngicos fungicidas, es la concentra-
ci!n m"s baja cuya densidad !ptica es £ 5% del
control. 

15a.2.10. Cepas control de calidad

En cada ensayo debe incluirse una cepa con-
trol para poder detectar cualquier anomal&a o desac-
tivaci!n del antif#ngico. El CLSI aconseja utilizar
las siguientes cepas: 

C. parapsilosis ATCC 22019
C. kruseiATCC 6258

Son cepas que han mostrado tener estabilidad
gen$tica y para las que la CMI se ha determinado
repetidamente. En la Tabla 15a.3se especifica las
CMI de los antif#ngicos para estas cepas [2,7-9].

15a.2.11. Puntos de corte para Candida spp. 

Por el momento, s!lo se dispone de los pun-
tos de corte para fluconazol, itraconazol, voricona-
zol, equinocandinas y 5-fluorocitosina. Para esta-
blecer los puntos de corte para fluconazol, el CLSI
se ha basado en estudios de correlaci!n in vitro-in
vivo de micosis orofar&ngeas en pacientes con sida
y, en menor cantidad, en candidemias producidas
por Candida en enfermos no neutrop$nicos.
Recientemente estos puntos de corte se han confir-
mado incluyendo m"s casos tanto de candidiasis
invasoras como orofar&ngeas [1,10]. Por tanto, s!lo
son aplicables a las micosis orofar&ngeas y candi-
demias de especies del g$nero Candida,excepto 
C. krusei, que es intr&nsecamente resistente a fluco-
nazol. Para itraconazol, los datos se basan en estu-
dios de correlaci!n in vitro-in vivo de micosis
orofar&ngeas y no se dispone hasta la fecha de datos
en micosis invasoras. Los puntos de corte de 5-fluo-
rocitosina est"n basados en antiguos datos farmaco-
cin$ticosin vivo para Candida. Los puntos de corte
de voriconazol est"n basados en el an"lisis de los
datos obtenidos de 249 pacientes de seis estudios
cl&nicos en fase III de voriconazol [11].

Unos consejos...

· En general, para los antif€gicos fungiest"ticos ,
la CMI debe ser la concentraci—n m‡s baja de
antifœngico que produce una reducci—n aparente
del crecimiento de la levadura (³ 50%), compara-
da con el crecimiento control. 

· ATENCI#N: La CMI de las equinocandinas se lee
a las 24 h de incubaci—n.

· Para los antif€ngicos fungicidas , la CMI es la
concentraci—n m‡s baja de antifœngico que inhibe
el crecimiento de la levadura, o lo que es lo
mismo, que produce una reducci—n del 100% del
crecimiento. 

Observaciones...

· La lectura de las CMI en los azoles suele ser una
de las fuentes de variabilidad tanto intra como
interlaboratorio. Es un poco complicada para los
no entrenados ya que se mantiene un cierto creci-
miento en las concentraciones superiores a la
CMI. A este crecimiento se le llama "cola de creci-
miento" (trailing growth) y se presenta sobre todo
en las cepas de C. albicans y C. tropicalis. 

· Algunas veces, cuando se realiza la lectura visual,
es conveniente agitar los pocillos con un bastonci-
llo de madera estŽril, para poder comparar la turbi-
dez con la del pocillo control.
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15a.3. M•todo de macrodiluci!n
para levaduras (M27-A3)

En este m•todo se utilizan tubos est•riles de
11x70 mm y el volumen final en cada tubo es de
1 ml. El medio de cultivo, la preparaci€n del mismo
y de la soluci€n madre de antif•ngico es igual al
m•todo de microdiluci€n.

15a.3.1. Preparaci!n de las
diluciones de antif€ngico

Antif€ngicos solubles en agua

1. Preparar las diluciones del antif•ngico siguiendo
los pasos de laFigura 15a.1.

2. Las diluciones se reparten en al!cuotas de
0,1 ml, en tubos de 11x70 y se congelan a
±70 "C hasta su utilizaci€n completamente
cerrados.

3. El d!a del ensayo se descongelan los tubos y se
diluyen 1/10 a#adiendo a cada tubo 0,9 ml de
RPMI inoculado(Figura 15a.6).

Aplicando estos criterios, el CLSI ha estable-
cido diferentes categor!as de sensibilidad: sensible,
intermedio, resistente y una nueva categor!a aplica-
ble a los azoles: sensible dependiendo de la dosis
administrada (S-DD) [2,9-11]. 
· La categor!a de sensible no lleva impl!cito el

•xito terap•utico.
· La categor!a de resistente se correlaciona con

un ~60% de fracaso terap•utico.
· La categor!a S-DD para el fluconazol se basa en

los niveles de antif•ngico que se alcanzan con
dosis ³ 400 mg/d!a en pacientes con buen fun-
cionamiento renal. Para el itraconazol se basan
en una buena absorci€n del f$rmaco y que se
alcancen niveles en sangre ³ 0,5 &g/ml. 

En la categor!a de intermedio, s€lo aplicable
a 5-fluorocitosina, no se sabe con certeza si la cepa
es sensible, ya que los datos que se tienen no permi-
ten categorizarla como sensible o resistente.

En la Tabla 15a.4se indican los puntos de
corte de los antif•ngicos. 

Tabla 15a.4. Puntos de corte seg€n el CLSI [2,9-11] . 

Intervalos de las CMI (µg/ml)
Antifœngico

__________________________________

Sensible S-DD Intermedio Resistente

Fluconazol ² 8 16 - 32 Ð ³ 64
Itraconazol ² 0,12 0,25 - 0,5 Ð ³ 1
Voriconazol ² 1 2 Ð ³ 4
5-fluorocitosina ² 4 Ð 8 - 16 32
Caspofungina* ² 2 Ð Ð > 2
Micafungina* ² 2 Ð Ð > 2
Anidulafungina* ² 2 Ð Ð > 2

*No sensible.

Tabla 15a.3. Intervalo de la CMI de los antif€ngico s para las cepas control de calidad,
obtenidas por el m•todo de microdiluci!n M27-A3 [2, 7-9].

Intervalos de las CMI (µg/ml)

C. parapsilosis ATCC 22019 C. krusei ATCC 6258
_________________________ _________________________Antifœngico

24 h 48 h 24 h 48 h

Anfotericina B 0,25 - 2 0,5 - 4 0,5 - 2 1 - 4
Anidulafungina 0,25 - 2 0,5 - 2 0,03 - 0,12 0,03 - 0,12
Caspofungina 0,25 - 1 0,5 - 4 0,12 - 1 0,25 - 1
Micafungina 0,25 - 2 0,5 - 4 0,12 - 0,5 0,12 - 0,5
Fluconazol 0,5 - 4 1 - 4 8 - 64 16 - 128
Itraconazol 0,12 - 0,5 0,12 - 0,5 0,12 - 1 0,25 - 1
Ketoconazol 0,03 - 0,25 0,06 - 0,5 0,12 - 1 0,25 - 1
Posaconazol 0,06 - 0,25 0,06 - 0,25 0,06 - 0,5 0,12 - 1
Ravuconazol 0,016 - 0,12 0,03 - 0,25 0,06 - 0,5 0,25 - 1
Voriconazol 0,016 - 0,12 0,03 - 0,25 0,06 - 0,5 0,12 - 1
5-fluorocitosina 0,06 - 0,25 0,12 - 0,5 4 - 16 8,0 - 32
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Antif€ngicos insolubles en agua

1. Preparar las diluciones del antif•ngico siguiendo
los pasos de la Figura 15a.3.

2. Diluir 1/10 en RPMI.
3. Se reparten en al!cuotas de 0,1 ml en tubos de

11x70 y se congelan a ±70 "C, completamente
cerrados, hasta su utilizaci#n.

4. El d!a del ensayo se descongelan los tubos y se
diluyen 1/10 a$adiendo a cada tubo 0,9 ml de
RPMI inoculado (Figura 15a.7).

15a.3.2. Preparaci!n del in!culo

Se siguen las mismas recomendaciones que
para el m%todo de microdiluci#n. A partir de la
suspensi#n ajustada a la escala 0,5 de McFarland
se diluye 1/2000 en medio RPMI (concentraci#n
0,5-2,5x103 UFC/ml) (Figura 15a.5).

15a.3.3. Temperatura y tiempo de incubaci!n

Igual que para el m%todo de microdiluci#n.

15a.3.4. Lectura de los resultados

La lectura se hace visualmente a las 48 h de
incubaci#n comparando la turbidez de los tubos con
la del control diluido 1/20 (0,2 ml del tubo control
m&s 0,8 ml de RPMI). La CMI de los azoles y 5-
fluorocitosina es la concentraci#n de antif•ngico
m&s baja que produce una inhibici#n del crecimien-
to del 80'. La CMI de la anfotericina B es la con-
centraci#n de antif•ngico m&s baja que produce una
inhibici#n del crecimiento del 100'. En la Tabla
15a.5se resume las CMI de las cepas control de
calidad para este m%todo [12,13].

En la Tabla 15a.6se resume el m%todo M27-A3.

Figura 15a.6. Segundo paso de las diluciones de antifœngicos solu-
bles en agua (mŽtodo de macrodiluci—n).

Concentraci•n final despu€s de inocular:
64 - 0,12 • g/ml

111098765432

A!adir 0,9 ml de RPMI inoculado

100 • l
0,1 ml RPMI1 ml RPMI

Dil.
1:10

CC111098765432CE

Figura 15a.7. Segundo paso de las diluciones de antifœngicos insolu-
bles en agua (mŽtodo de macrodiluci—n).

Concentraci•n final en los tubos:
16 - 0,03 • g/ml

A!adir 0,9 ml de RPMI (Dil. 1:10)

100 • l

111098765432

A!adir 0,9 ml de RPMI inoculado

111098765432

100 • l
0,1 ml RPMI

+
1% DMSO

1 ml
RPMI

Dil.
1:100

CC111098765432CE

Tabla 15a.5. Intervalo de la CMI de los antifœngicos para
las cepas control de calidad, obtenidas por el mŽtodo de
macrodiluci—n M27-A3 [12,13].

Intervalos de las CMI (µg/ml)_______________________________
C. parapsilosis C. krusei

Antifœngico ATCC22019 ATCC6258

Anfotericina B 0,25 - 1 0,25 - 2
Fluconazol 2 - 8 16 - 64
Itraconazol 0,06 - 0,25 0,12 - 0,5
Ketoconazol 0,06 - 0,25 0,12 - 0,5
5-fluorocitosina 0,12 - 0,5 4 - 16



15a.4. M•todo de difusi€n en disco
M44-A

La utilidad de los m•todos de sensibilidad
basados en la difusi€n del antifungico a partir de
discos o tabletas ha estado limitada por los proble-
mas de difusi€n en agar de los mismos y por su fal-
ta de correlaci€n con la cl•nica. Se ha encontra-
do correlaci€n con fluconazol y voriconazol entre
los halos de inhibici€n de discos de 25 ‚g (fluco-
nazol) y 1 ‚g (voriconazol: Becton Dickinson,
Wheadtridge, Colo.) y las CMI obtenidas por el
m•todo M27-A3. En 2003, el CLSI estandariz€ el
m•todo de difusi€n-disco (documento M44-P) y en
2004 public€ el documento definitivo (documento
M44-A) [3] para Candidaspp. con fluconazol y
voriconazol. 
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15a.4.1. Fundamento

Es el mismo que para las bacterias, est! basa-
do en el estudio la sensibilidad de las levaduras a los
antif"ngicos en funci€n del halo de inhibici€n pro-
ducido por la difusi€n del antif"ngico en un medio de
cultivo s€lido. Los pasos a seguir son los mismos que
para las bacterias pero con algunas modificaciones.

15a.4.2. Medio de cultivo

Mueller Hinton agar (MHA) suplementado
con 2% de glucosa y 0,5 ‚g/ml de azul de metileno
(pH 7,2 - 7,4). Se puede incorporar los suplementos
cuando se prepara el medio o bien incorporar los
suplementos a las placas de MHA ya preparadas.

Utilidad de la macrodiluci€n

· El mŽtodo de macrodiluci—n se utiliza muy poco, pero a veces puede ser œtil cuando se requiere un resultado r‡pido
y no se dispone de medios comerciales o placas preparadas. 

· TambiŽn es œtil en aquellas cepas de C. albicans en las que se duda en establecer la CMI por el mŽtodo de microdi-
luci—n, debido al crecimiento en las concentraciones superiores a la CMI (trailing growth).

Tabla 15a.6. Resumen del m•todo M27-A3.

Medio de cultivo RPMI 1640, con glutamina, sin bicarbonato s—dico y con un indicador de pH

pH 6,9 - 7,1

Tamp—n çcido mofolino propano sulf—nico (MOPS) a una concentraci—n 0,164 moles/litro

In—culo Entre 0,5x103 y 2,5x103 UFC/ml

Incubaci—n Candida spp., 48 h a 35 ¡C con todos los antifœngicos, excepto las equinocandinas que
se incuban durante 24 h
C. neoformans, 72 h a 35 ¡C

Concentraciones a ensayar Fluconazol y 5-fluorocitosina: 64-0,06 µg/ml
Anfotericina B, itraconazol, ketoconazol, voriconazol, posaconazol, ravuconazol,
caspofungina: 16-0,03 µg/ml

Definici—n de la CMI Anfotericina B: la CMI es la concentraci—n m‡s baja que produce una inhibici—n del
crecimiento de 100%
Azoles y 5-fluorocitosina: la CMI es la concentraci—n m‡s baja que produce una inhibici—n
del crecimiento ³ 50% (por microdiluci—n) a las 48 h de incubaci—n
Equinocandinas: la CMI es la concentraci—n m‡s baja que produce una inhibici—n del
crecimiento ³50% a las 24 h de incubaci—n

Puntos de corte Fluconazol: S ² 8 µg/ml; S-DD 16-32 µg/ml; R ³ 64 µg/ml
Itraconazol: S ² 0,12 µg/ml; S-DD 0,25-0,5 µg/ml; R ³ 1 µg/ml
Voriconazol: S ² 1 µg/ml, S-SD 2 µg/ml; R ³ 4 µg/ml
5-fluorocitosina: S ² 4 µg/ml; I 8-16 µg/ml; R ³ 32 µg/ml
Equinocandinas: S ² 2 µg/ml; NS > 2 µg/ml

Cepas control C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019

NS: no sensible.
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La adici•n de glucosa proporciona un mejor
crecimiento de las levaduras y el azul de metileno
aumenta la definici•n de los halos de inhibici•n.
Adem€s, el medio MHA con glucosa y azul de
metileno permite diferenciar mejor las cepas S y R a
fluconazol, presentando buena correlaci•n con el
m•todo M27-A3 y con los datos in vivo. Aunque
hay poca diferencia entre la lectura a las 24 y 48 h,
se recomienda realizarla a las 24 h. 

Soluci!n madre de glucosa (40%)

· Glucosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40 g 
· Agua destilada . . . . . . . . . . . . 100 ml

Calentar suavemente hasta completa disolu-
ci•n de la glucosa.

Soluci!n azul metileno (5 mg/ml)

· Azul metileno . . . . . . . . . . . . . 0,1 g
· Agua destilada . . . . . . . . . . . . . 20 ml

Soluci!n madre de glucosa-azul de metileno
(GAM)

1. A!adir 200 "l de la soluci•n de azul de metileno
a 100 ml de la soluci•n madre de glucosa para
obtener una soluci•n GAM con una concentra-
ci•n final de glucosa de 0,4 mg/ml y 10 "g/ml de
azul de metileno.

2. Dispensar en viales en al#cuotas de 3,5 o 1,5 ml.
3. Esterilizar en autoclave 25 min a 121 $C.
4. Guardar a temperatura ambiente (m€ximo 1 a!o)

Preparaci!n de placas MHA suplementado con
glucosa y azul de metileno

1. Preparar el medio de MHA siguiendo las indica-
ciones del fabricante y a!adir 20 g de glucosa
por litro de medio.

2. A!adir 100 "l de la soluci•n de azul de metileno
(5 mg/ml) por cada litro de medio.

3. Esterilizar en autoclave.
4. Dejar enfriar el medio a 45-50 $C y llenar las

placas a raz•n de 28-30 ml de medio para placas
de 9-10 cm de di€metro y 67-70 ml si son de
15 cm (altura de la capa de agar 4 mm).

5. Dejar enfriar y guardar en nevera.

Una vez preparadas las placas se pueden
almacenar durante 7 d#as a menos que se tomen pre-
cauciones adicionales que eviten el secado de las
placas (Figura 15a.8).

Suplementaci!n de las placas de MHA con
glucosa y azul de metileno

1. Verter 1,5 ml de la soluci•n de GAM sobre la
superficie de la placa de MHA de 9-10 cm o
3,5 ml si es de 15 cm.

2. Repartir el l#quido uniformemente por toda la
superficie de la placa con ayuda de un asa de
cristal o bolas de cristal.

3. Dejar a temperatura ambiente o en el refrigera-
dor el tiempo necesario para que se absorba todo
el l#quido antes de proceder a la inoculaci•n de
la placa. El tiempo depende de la humedad de la
placa, en general de 4 - 18 h.

15a.4.3. Preparaci!n del in!culo

Se prepara tocando con el asa de cultivo 5
colonias ³ 1 mm y de 24 h de crecimiento en placa
de SDA que se resuspenden en un tubo de soluci•n
salina est•ril (ClNa 0,85%) como se ha descrito para
el m•todo M27-A3. Se agita bien y con ayuda de un
espectrofot•metro (longitud de onda: 530 nm), se
ajusta a una densidad •ptica 0,5 McFarland, a!adi-
endo la cantidad necesaria de soluci•n salina. Esta
soluci•n tiene una concentraci•n aproximada de
1x106 - 5x106 UFC/ml (Figura 15a.9).

Un consejo...

· Es mejor preparar las placas el d’a anterior al
ensayo y dejarlas durante toda la noche en nevera
con el fin de que haya una absorci—n completa.

Figura 15a.8. Preparaci—n del medio de Mueller-Hinton agar suple-
mentado (1) y suplementaci—n de las placas de MHA (2).
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15a.4.6. Lectura

Si no hay suficiente crecimiento a las 24 h
reincubar y leer a las 48 h.

Medir el halo de inhibici•n donde se produce
una reducci•n importante del crecimiento.

La lectura es subjetiva y se requiere expe-
riencia para dar medidas exactas.

La presencia de micro colonias en el borde
del halo de inhibici•n o de colonias grandes en el
interior del halo deben ser ignoradas.

C. glabratay C. krusei, pueden necesitar
48 h de incubaci•n.

15a.4.7. Cepas Control de Calidad

En cada ensayo debe incluirse al menos una
cepa control de calidad para poder detectar
cualquier anomal!a o desactivaci•n del antif"ngico.
El CLSI aconseja utilizar las siguientes cepas:

· C. parapsilosis ATCC 22019
· C. kruseiATCC 6258
· C. albicansATCC 90028
· C. tropicalisATCC 750

En la Tabla 15a.7 se especifican los di#me-
tros de los halos de inhibici•n para las cepas control
de calidad.

15a.4.8. Puntos de corte para Candida spp.

En la Tabla 15a.8se especifican los di#me-
tros equivalentes a los puntos de corte.

15a.4.4. Inoculaci!n de las placas

1. Sumergir una torunda de algod•n en la suspen-
si•n del in•culo de 0.5 McFarland. 

2. Retirar el exceso de l!quido rozando la torunda
con las paredes del tubo.

3. Sembrar la placa uniformemente.
4. Dejar secar 3-5 min y dejar la placa entreabierta.
5. Aplicar los discos.

15a.4.5. Temperatura y tiempo de incubaci!n

Incubar a 35 ëC durante 20-24 h para
Candida spp. y 48 h para Cryptococcusspp. 

Tabla 15a.7. Di"metro de las cepas control de calid ad [3,14-16]. 

Antifœngico Carga C. krusei C. parapsilosis C. albicans C. tropicalis
del disco ATCC 6258 ATCC 22019 ATCC 90028 ATCC 750

Fluconazol 25 µg 22 - 33 28 - 39 26 - 37
Voriconazol 1 µg 16 - 25 28 - 37 31 - 42 *
Posaconazol 5 µg 23 - 31 25 - 36 24 - 34 23 - 33 

*No se han establecido en esta cepa debido a la variabilidad encontrada.

Figura 15a.9. Preparaci—n in—culo levaduras (M44-A).
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15a.5. M•todo de microdiluci!n
en caldo M38-A

para hongos filamentosos

En 1998 el CLSI public• el documento M38-
P y en 2002 el documento M38A [4] donde se des-
cribe el m€todo para la realizaci•n de pruebas de
sensibilidad antif•ngica a los hongos filamentosos
formadores de conidias. Hasta el momento se ha

evaluado en especies de los g€neros Aspergillus,
Fusarium, Rhizopus, as! como en Pseudallescheria
boydii y en las formas micelares de Sporothrix
schenckii. No se ha utilizado en formas levadu-
riformes de los hongos dim•rficos tales como
Blastomyces dermatitidiso Histoplasma capsula-
tum.

Las caracter!sticas del medio de cultivo, pH,
preparaci•n de la soluci•n madre de antif•ngico y
diluciones son iguales a las del m€todo M27-A3
(Figuras 15a.1 ± 15a.4).

Tabla 15a.8. Puntos de corte y equivalencia di"metr o-CMI para Candida spp. [1,3,11,15,23]. 

Di‡metro (mm) CMI (µg/ml)
Antifœngico Carga del disco ________________________ ________________________

R S-DD S R S-DD S

Fluconazol 25 µg ²14 15 - 18 ³19 ³64 16 - 32 ²8
Voriconazol 1 µg ²13 14 - 16 ³17 ³4 2 ²1
Caspofungina 5 µg ²10* Ð ³11 >2* Ð ²2

S, sensible. S-DD, sensible dependiendo de la dosis. R, resistente. *No sensible.

Tabla 15a.9. Resumen documento M44-A.

Medio de cultivo Mueller Hinton agar + 2% glucosa + 0,5 mg/ml azul de metileno

pH 7,2 Ð 7,4

In—culo 0,5 McFarland (1-5 x 106 UFC/ml)

Tiempo y temperatura 35 ¡C durante 20 a 24 h
de incubaci—n Algunos aislados de C. glabrata y C.krusei a menudo necesitan 48 h.

Carga del disco Fluconazol 25 µg
Voriconazol 1 µg
Posaconazol 5 µg

Medida del halo de inhibici—n Medir el halo de inhibici—n donde se produce una reducci—n importante del crecimiento

Puntos de corte Fluconazol: R ²14 mm, S-DD 15 Ð 18 mm, S ³19 mm.
Voriconazol: R ²13 mm, S-DD 14 Ð 16 mm, S ³17 mm

Di‡metro de inhibici—n · C. parapsilosis ATCC 22019
de las cepas control fluconazol: 22 - 23 mm
de calidad voriconazol: 28 - 37 mm

posaconazol: 25 - 36 mm
caspofungina: 14 - 23 mm

· C. krusei ATCC 6258
voriconazol:16 - 25 mm
posaconazol: 23 - 31 mm
caspofungina: 18 - 26 mm

· C. albicans ATCC 90028
fluconazol: 28 - 39 mm
voriconazol: 31 - 42 mm
posaconazol: 24 - 34 mm
caspofungina: 18 - 27 mm

· C. tropicalis ATCC 750
fluconazol: 26 - 37 mm
posaconazol: 23 - 33 mm
caspofungina: 20 - 27 mm



15a.5.1. Preparaci•n del in•culo

En el g•nero Aspergillusy en las especies
P. boydii, R. arrhizus y S. schenckii el in!culo se
prepara a partir de un cultivo de 7 d"as de creci-
miento a 35 #C en agar glucosado de patata (PDA),
medio que induce la formaci!n de conidias o espo-
rangiosporas.

Para las especies del g•nero Fusarium se
parte de un cultivo de 48 a 72 h a 35 #C y posterior-
mente a 25-28 #C hasta completar siete d"as, en
PDA (Figura 15a.10).

1. Para facilitar la recogida de conidias, introducir
el asa de cultivo en Tween 20 y pasarla por enci-
ma de las conidias; despu•s resuspender en solu-
ci!n salina.

2. Dejar sedimentar las part"culas durante 3-5 min,
transferir el sobrenadante a otro tubo y agitar
vigorosamente durante 15 segundos.

3. Debido a que el tama$o de las conidias es distin-
to para cada especie, la densidad !ptica (DO)
para obtener una concentraci!n de 1-5x106 varia-
r% con la especie. Para Aspergillusspp. y
S. schenckiise ajusta a una DO de 0,09-0,17
(80-82& trasmitancia): 0,41-0,56 McFarland.
Para Fusarium, P. boydiiy R. arrhizus a 0,15-
0,17 (68-70& de trasmitancia): 0,68-0,77
McFarland. No obstante, es aconsejable confir-
mar las UFC/ml de estas DO en cada espectrofo-
t!metro particular.

4. Diluir 1/50 en RPMI 1640. Es posible que
P. boydii requiera una diluci!n menor.

En cada ensayo debe controlarse el in!culo,
para ello se siembran 100 'l de una diluci!n 1/100
del in!culo en SDA y se incuba a 28-30 #C hasta
que se observa la presencia de colonias (24-26 h
para Rhizopus spp., 40-50 h para la mayor"a de los
hongos y >5 d"as para P. boydii). En laTabla 15a.10
se especifican las UFC obtenidas para diferentes
hongos filamentosos [17-19].

15a.5.2. Inoculaci•n de las placas

Cada pocillo se inocula con 100 'l de la sus-
pensi!n de conidias o esporangiosporas. En este
paso, tanto la concentraci!n de antif*ngico como el
in!culo se diluyen. El pocillo control de crecimiento
debe tener la misma concentraci!n final (1&) del
diluyente del antif*ngico.
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Tabla 15a.10. Intervalos de DO y de UFC/ml para los
hongos filamentosos [17-19].

Intervalo de Intervalo de
DO UFC/ml____________ ____________

Aspergillus flavus 0,09 - 0,11 0.4 - 4,0 x106

Aspergillus fumigatus 0,09 - 0,11 0,6 - 5,0 x106

Aspergillus nidulans 0,09 - 0,11 1,1 - 2 x106

Aspergillus niger 0,1 - 0,42 1,0 - 2,8 x106

Aspergillus terreus 0,09 - 0,11 0,9 - 5 x106

Bipolaris hawaiiensis 0,2 - 0,3 0,07 - 0,4 x106

Bipolaris spicifera 0,2 - 0,3 0,3 - 3 x106

Cladophialophora bantiana 0,15 - 0,17 0,4 - 3,1 x106

Dactylaria constricta 0.15 - 0.17 0,4 - 1 x106

Fusarium oxysporum 0,15 - 0,17 0,8 - 5,0 x106

Fusarium solani 0,15 - 0,17 0,5 - 5,9 x106

Paecilomyces lilacinus 0,09 - 0,13 0,8 - 2,3 x106

Paecilomyces variotii 0,05 - 0,15 1,1 - 3,5 x106

Pseudallescheria boydii 0,15 - 0,17 1,0 x106

Penicillium spp. 0,08 - 0,31 1,9 - 2,7 x106

Scedosporium apiospermum 0,15 - 0,17 0,4 - 3,2 x106

Scedosporium prolificans 0,15 - 0,17 0,6 - 1,7 x106

Scopulariosis brevicaulis 0,18 - 1,2 0,2 - 4,5 x106

Sporotrix schenkei 0,09 - 0,11 2,4 x106

Trichoderma longibrachiatum 0,09 - 0,11 0,7 - 2,3 x106

Rhizopus arrhizus 0,15 - 0,17 0,4 - 2,6 x106

Wangiella dermatitidis 0,15 - 0,17 1,2 - 3,7 x106

Figura 15a.10. Preparaci—n del in—culo para hongos filamentosos.

Ajustar DO adecuada

(0,8-1x105 UFC/ml)(0,4-5x104 UFC/ml)

SS

Tween 20

PDA a 35•C

Microdiluci!n
1:50

10 ml
RPMI

20 ml

Macrodiluci!n
1:100

200 • l200 • l

SS

Dejar sedimentar
3 - 5 min

Resuspender conidias

RPMI

Sobrenadante



15a.5.3. Incubaci•n

Las placas se incuban a 35 •C sin agitaci€n
hasta que se observa crecimiento en el pocillo con-
trol. Dependiendo de la especie el tiempo de incu-
baci€n var•a; as•, para Rhizopus spp. el tiempo de
incubaci€n oscila entre 21-26 h. Sin embargo, las
especies de los g!neros Aspergillus y Fusarium, as•
como S. schenckii se incuban durante 46-50 h y
P. boydii,durante 70-74 h.

15a.5.4. Lectura de los resultados

La CMI de los azoles, 5-fluorocitosina y
anfotericina B es la concentraci€n m"s baja que pro-
duce una inhibici€n total del crecimiento (100%).
Para las equinocandinas se determina la concentra-
ci€n m•nima que produce cambios morfol€gicos
(Figura 15a.11)o concentraci€n m•nima efectiva
(CME) a las 24 h (Aspergillusspp. y otros hongos
oportunistas) y a las 48 h (Scedosporiumspp.) [20].

15a.5.5. Interpretaci•n de los resultados

Para los hongos filamentosos el CLSI, hasta
la fecha, no ha indicado puntos de corte. 

Anfotericina B. Por los datos que se tienen,
las CMI de anfotericina B suelen estar comprendi-
das entre 0,5 y 2 #g/ml, aunque para algunas espe-
cies como A. terreus, Acremonium strictum,
S. apiospermum y S. prolificans la CMI de
anfotericina B puede estar comprendida entre 2
y >16 #g/ml.

5-fluorocitosina. En general, los hongos
filamentosos no son sensibles a este antif$ngico; la
mayor•a de las CMI son >64 #g/ml, con la excep-
ci€n de algunas cepas de Aspergillus spp. y hongos
demati"ceos.

Fluconazol.Los hongos filamentosos no son
sensibles a este antif$ngico, la mayor•a de las CMI
son >64 #g/ml, con la excepci€n de algunos hongos
dim€rficos y dermatofitos.

Ketoconazol. Las CMI suelen estar com-
prendidas entre 0,03 y 16 #g/ml.

Itraconazol. Las CMI de este antif$ngico
suelen estar comprendidas entre 0,03 y 16 #g/ml. La
mayor fuente de error en la determinaci€n de la
CMI a itraconazol suele proceder del disolvente uti-
lizado y concentraci€n final del mismo. El CLSI
recomienda no variar el esquema de diluciones pro-

puesto (utilizar DMSO, concentraci€n de la solu-
ci€n madre 1600 #g/ml y concentraci€n final de
DMSO en los pocillos de la placa de microtiter 1%).

15a.5.6. Cepas de control de calidad
y de referencia

Recientemente se ha propuesto como cepa
control de calidad Paecilomyces variotii MYA-3630
[21]; como cepas de referencia tenemos A. flavus
ATCC 204304 y A. fumigatusATCC 204305. Se
pueden usar como cepas de control de calidad del
medio y concentraci€n de antif$ngico las mismas
que en el m!todo M27-A3 (C. kruseiATCC 6258 y
C. parapsilosisATCC 22019). En la Tabla 15a.11
se representan los intervalos de CMI para estas
cepas.

15a.6. M!todo de macrodiluci•n en
caldo M38-A

Se utilizan tubos est!riles de 11x70 mm.
Volumen final: 1 ml. El medio de cultivo y prepara-
ci€n del mismo, la soluci€n madre y diluciones del
antif$ngico igual al m!todo de microdiluci€n(Tabla
15a.12).

15a.6.1. Preparaci•n del in•culo

Se siguen las mismas recomendaciones que
para el m!todo de microdiluci€n (Figura 15a.10).
A partir de la suspensi€n ajustada a la escala 0,5 de
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Tabla 15a.11. Intervalo de la CMI de los antif"ngic os
para las cepas de referencia y control de calidad
(valores obtenidos a las 48 h de incubaci•n y 100%
inhibici•n del crecimiento) [4,17,21,22].

Antifœngico A. flavus A. fumigatus P. variotii 
ATCC 204304 ATCC 204305 MYA-3630

Anfotericina B 0,5 - 4 0,5 - 2 1 - 4
Itraconazol 0,25 - 0,5 0,12 - 1 0,06 - 0,5
Posaconazol 0,06 - 0,5 0,03 - 0,25
Ravuconazol 0,5 - 4
Voriconazol 0,5 - 4 0,015 - 0,12



MacFarland se diluye 1/100 en medio RPMI
(concentraci•n 0,4-5x104 UFC/ml) y se inoculan los
tubos que contienen las concentraciones de antif€n-
gico con 0,9 ml del in•culo diluido lo cual diluye
estas concentraciones 1/10.

15a.6.2. Temperatura y tiempo de incubaci•n

Igual que para el m!todo de microdiluci•n.

15a.6.3. Lectura de los resultados

La lectura se hace visualmente a las 48 h de
incubaci•n comparando la turbidez de los tubos con
la del control. La CMI de los azoles, anfotericina B
y 5-fluorocitosina es la concentraci•n de antif€ngico
m"s baja que produce una inhibici•n total del creci-
miento (100%). La CME de las equinocandinas es
la concentraci•n m"s baja en la que se observan
colonias muy peque#as y muy ramificadas (ver
figura 15a.11). Debe leerse a las 24 h en Aspergillus
spp. y a las 48 h en Scedosporiumspp.

©
2007 R

evista Iberoam
ericana de M

icolog’a - IS
B

N
: 978-84-611-877

6-8
M!todos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad 

a los antif"ngicos (documentos M27-A3, M38-A y M44- A)15a-16

Tabla 15a 12. Resumen del m!todo M38-A.

Medio de cultivo RPMI 1640, con glutamina, sin bicarbonato s—dico y con un indicador de pH

pH 6,9 - 7,1

Tamp—n çcido mofolino propano sulf—nico (MOPS) a una concentraci—n 0,164 moles/litro

In—culo Entre 0,4x104 y 5x104 UFC/ml

Incubaci—n Rhizopus spp., de 21 - 26 h a 35 ¡C
Aspergillus spp. Fusarium spp y S. schenckii de 46 - 50 h a 35 ¡C
P. boydii de 70 - 74 h a 35 ¡C
Las equinocandinas se leen el primer d’a (Ej. Aspergillus de 21 a 26 h)

Concentraciones a ensayar Anfotericina B, azoles y equinocandinas: 16-0,03 µg/ml

Definici—n de la CMI Anfotericina B y azoles: la CMI es la concentraci—n m‡s baja que produce una inhibici—n
del crecimiento de 100%.
Equinocandinas: La CME es la concentraci—n m‡s baja que produce un cambio morfol—-
gico del crecimiento, de filamentos a microcolonias (ver Figura 15a.11)

Puntos de corte No est‡n determinados

Cepas de referencia A. flavus ATCC 204304 y A. fumigatus ATCC 204305
Cepas control de calidad P. variotii MYA-3630

Figura 15a.11. a: Aspecto macrosc—pico de la CME de caspofun-
gina para Aspergillus spp. (CME columnas 7 y 6); b: Aspecto
microsc—pico. ObsŽrvense hifas cortas y muy ramificadas de
A. fumigatus (fotos tomadas de la Ref. 20).

a

b
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¿Cu!ndo deben realizarse las pruebas de sensibilida d?

1. En las micosis invasoras, en las que conviene conocer si la cepa es resistente al antifœngico
puesto que se correlaciona con fracaso terapŽutico. Lo contrario no siempre se cumple.

2. En las micosis orofar’ngeas que no responden al tratamiento.

3. Cuando se quiere conocer la prevalencia de cepas resistentes en la instituci—n.

4. En las micosis producidas por pat—genos emergentes.
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15b.1. Introducci•n

El EUCAST es un organismo europeo, crea-
do por la Sociedad Europea de Microbiolog•a
Cl•nica y Enfermedades Infecciosas (ESCMID),
cuya funci€n primordial es el desarrollo de est•nda-
res para realizar pruebas de sensibilidad in vitro a
los antimicrobianos (www.eucast.org). Este comit‚
debe tomar en consideraci€n las metodolog•as pree-
xistentes en pa•ses europeos, lograr el mayor con-
senso posible entre expertos y las sociedades
nacionales, as• como intentar que los est•ndares
sean compatibles con los procedimientos de orga-
nismos hom€logos no europeos, como el Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI) estadouniden-
se, antes conocido como NCCLS.

La finalidad de los est•ndares es establecer
puntos de corte que permitan realizar estudios epi-
demiol€gicos, con el prop€sito de vigilar y controlar
el desarrollo de resistencias a los antimicrobianos.
En 2002, el EUCAST fue reformado para incluir
miembros de cada uno de los pa•ses europeos, reci-
biendo el apoyo financiero de la Direcci€n General
de la Salud y Protecci€n de los Consumidores (DG-
SANCO) de la Uni€n Europea.

Entre 1999 y 2002, el AFST-EUCAST reali-
z€ varios estudios experimentales para desarrollar
una m‚todo de microdiluci€n, que sirviera para
determinar la sensibilidad a los antifƒngicos de las
levaduras fermentadoras de la glucosa [1]. Este
m‚todo se basa en la metodolog•a recogida en el
documento M27 del CLSI (versiones A y A2) [2],
pero incluyendo modificaciones con la intenci€n de
automatizar la determinaci€n de la Concentraci€n
M•nima Inhibitoria (CMI), al sustituir la lectura
visual por la espectrofotom‚trica, y al reducir el
tiempo necesario para la obtenci€n de resultados de
48 a 24 h [3].

El est•ndar del EUCAST fue publicado en
2003 (documento 7.1) [1], y ha mostrado una repro-
ducibilidad elevada (>85%), tanto intra como inter-
laboratorio, as• como una buena correlaci€n con el
procedimiento M27-A2 del CLSI [4-6].
Actualmente, el AFST-EUCAST est• desarrollando
una metodolog•a para realizar estudios de sensibili-
dad con Aspergillus spp. y otra para Cryptococcus
neoformans y otras levaduras no fermentadoras de
la glucosa.

15b.2. Medio de cultivo

El medio de cultivo recomendado es RPMI
1640 con glutamina, sin bicarbonato y a pH 7,0.
Adem•s, el medio debe complementarse con gluco-
sa hasta alcanzar una concentraci€n del 2% (RPMI-
2% glucosa). La adici€n de glucosa se realiza con la
intenci€n de favorecer el crecimiento de las levadu-
ras. Como puede observarse en la Figura 15b.1, la
combinaci€n de RPMI-2% glucosa y de un in€culo
de 105 CFU/ml produce una curva de crecimiento
con una fase de latencia corta y una gran fase de
crecimiento exponencial, que termina alrededor de
las 24 h de incubaci€n, momento en que se inicia la
fase estacionaria. Estas caracter•sticas cin‚ticas per-
miten determinar la CMI a las 24 h de incubaci€n,
mientras que con el m‚todo del CLSI, el crecimien-
to a las 24 h es escaso para la mayor•a de las cepas,
por lo que los resultados deben obtenerse tras 48 h
de incubaci€n.

El documento del EUCAST aconseja preparar el
medio a doble concentraci€n, ya que tras la adici€n del
in€culo se produce una diluci€n un medio. Para preparar
un litro de medio de cultivo se debe a!adir los componen-
tes descritos en la Tabla 15b.1, a 900 ml de agua destilada. 
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Manuel Cuenca-Estrella
Juan Luis Rodr!guez-Tudela

Figura 15b.1 . Curva de crecimiento de 80 cepas cl’nicas de
Candida spp. Comparaci—n entre la metodolog’a del CLSI (RPMI
e in—culo de 103 CFU/ml) y la del EUCAST (RPMI-2% glucosa y
105 CFU/ml). DO: densidad —ptica a 530 nm.
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Tabla 15b.1. Componentes del medio de cultivo
recomendado por el EUCAST.

Componentes Concentraci—n 1x Concentraci—n 2x

RPMI 1640 10,4 g 20,8 g
MOPS 34,53 g 69,06 g
Glucosa 18 g 36 g



Habitualmente, no es necesario esterilizar las
soluciones, pero si se tienen dudas sobre la esterili-
dad de la misma, pueden utilizarse filtros de mem-
brana. No deben emplearse otros materiales ya que
pueden absorber cantidades significativas del anti-
f•ngico. Los viales con las soluciones madre pueden
conservarse a una temperatura de ±70 €C o inferior,
pero no m•s de seis meses. Una vez descongelados
los viales no deben recongelarse otra vez.

El intervalo de concentraciones a dispensar
en las placas puede variar seg•n los estudios.
Generalmente, se recomiendan diluciones dobles
basadas en una concentraci‚n de 1 mg/l. En la Tabla
15b.2se incluyen los intervalos de concentraciones
recomendados para hacer pruebas de sensibilidad
con Candida spp.

15b.4. Preparaci•n de las placas
de antif!ngicos

Las placas deben ser de microdiluci‚n, est!-
riles, con 96 pocillos de fondo plano. Las placas
deben rellenarse con medio de cultivo a concen-
traci‚n doble (2x), ya que al ser inoculadas se pro-
ducir• una diluci‚n de un medio. El EUCAST
recomienda dos formas diferentes de preparaci‚n
seg•n el tipo de antif•ngico.

15b.3. Preparaci•n de los
antif!ngicos

Los antif•ngicos deben obtenerse en forma
de polvo valorado solicit•ndolo al laboratorio que
los produce o en aquellos casos en los que sea posi-
ble, compr•ndolos a un distribuidor acreditado.
Debe conocerse el n•mero de lote, potencia, fecha
de caducidad y condiciones de conservaci‚n. Las
preparaciones cl"nicas no deben emplearse.

Las soluciones madre deben prepararse
seg•n la f‚rmula incluida en la Figura 15b.2,y
deben obtenerse tomando en cuenta las concentra-
ciones a las que se quieren preparar las placas para
los estudios de sensibilidad.

Se recomienda pesar, al menos, 100 mg de
polvo valorado en balanza de precisi‚n, para dismi-
nuir al m•ximo los errores de pesado. Las solucio-
nes madre deben prepararse a una concentraci‚n
100 veces superior a la concentraci‚n m•s elevada
que se quiera incluir en el estudio de sensibilidad
(Tabla 15b.2). En la Tabla 15b.2, se muestran los
disolventes que pueden utilizarse con cada antif•n-
gico y las concentraciones recomendadas de las
soluciones madre, para estudios cl"nicos rutinarios.
Si se utiliza dimetilsulf‚xido (DMSO), los tubos
deben ser de vidrio. 

El documento 7.1 describe el procedimiento
para realizar estudios de sensibilidad con 5-fluoroci-
tosina, fluconazol, itraconazol y ketoconazol. La
anfotericina B no fue incluida, ya que existen ciertas
dudas sobre si los estudios de sensibilidad con
RPMI sirven para detectar la resistencia a este polie-
no. No obstante, varios estudios han demostrado
que el m!todo del EUCAST puede emplearse en los
estudios con este antif•ngico, ya que produce resul-
tados comparables a los obtenidos con el documento
del CLSI [3,7]. Tambi!n se han realizado estudios
con voriconazol, con resultados similares [8]. 
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Tabla 15b.2. Resumen para la preparaci•n de los ant if!ngicos en estudios de sensibilidad.

Antifœngico Disolvente Concentraci—n de la Intervalos de concentraci—n
soluci—n madre (mg/l) recomendados (mg/l)

Anfotericina B DMSO 3.200 0,03 - 16
5-Fluorocitosina DMSO — 50:50 acetona:agua 12.800 0,125 - 64
Fluconazol Agua 12.800 0,125 - 64
Itraconazol DMSO 1.600 0,015 - 8
Ketoconazol DMSO 1.600 0,015 - 8
Voriconazol DMSO 1.600 0,015 - 8

DMSO: Dimetilsulf—xido

Figura 15b.2 . F—rmula para preparar las soluciones madre a la
concentraci—n de trabajo requerida.

Volumen (ml) x Concentraci—n (µg/ml)
Peso (mg) =

Potencia (µg/mg)



15b.4.1. Preparaci•n de placas de
antif!ngicos hidr•filos

De esta forma se preparan las placas de
fluconazol y de 5-fluorocitosina. 

1. Para obtener los intervalos expuestos en la Tabla
15b.2, la soluci!n madre debe ser diluida 100
veces en RPMI-2% glucosa 2x, obteni"ndose
una soluci!n de trabajo a una concentraci!n de
128 mg/l. 

2. Tras ello, se dispensan 200 #l de la soluci!n de
trabajo en la columna n$mero 1 de la placa de
microdiluci!n. Las columnas 2 a la 12 se relle-
nan con 100 #l de RPMI-2% glucosa 2x sin anti-
f$ngico (Figura 15b.3; paso 1). 

3. A continuaci!n, se toman 100 #l de la columna
1 y se transfieren a la columna 2. Luego, se
toman 100 #l de la 2 (que ahora tiene 200 #l) y
se pasan a la 3, y as& hasta llegar a la columna 10
(Figura 15b.3; paso 2). 

4. Los $ltimos 100 #l recogidos en la columna 10
se desechan. 

5. En las columnas 11 y 12 no se dispensa antif$n-
gico, ya que se utilizar'n como control de creci-
miento (CC) y control de esterilidad (B).

6. Las placas pueden almacenarse a ±70 *C durante
seis meses o a ±20 *C durante un mes. Las pla-
cas deben mantenerse selladas en pl'stico o
papel aluminio mientras est"n congeladas.

15b.4.2. Preparaci•n de placas de
antif!ngicos hidr•fobos

De esta forma se preparan las placas de anfo-
tericina B, itraconazol, ketoconazol y voriconazol:

1. Se toma una al&cuota de soluci!n madre.
2. Se llenan 9 tubos m's con 150 #l de DMSO (los

tubos deben de ser de vidrio).
3. Se toman 150 #l de la soluci!n inicial del anti-

f$ngico y se hacen diluciones consecutivas 1:2,
en los 9 tubos.

4. A continuaci!n, se llenan 10 tubos con 9,9 ml de
RPMI-2% glucosa 2x.

5. Se traspasan 100 #l de cada uno de los tubos con
diluciones dobles del antif$ngico en DMSO, a
los tubos con RPMI, obteni"ndose diluciones
1:100 del antif$ngico(Figura 15b.4). 

6. Un m"todo alternativo es utilizar un reservorio
para pipetas con doce pocillos de 5 ml
(Figura 15b.5).

7. Tras ello, se dispensan 100 #l en la primera
columna de la placa de microdiluci!n, del pri-
mer tubo o del primer dep!sito del reservorio,
otros 100 #l en la segunda columna desde el
segundo tubo o segundo dep!sito, otros 100 #l
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Figura 15b.4 . Preparaci—n de las soluciones de trabajo para prepa-
rar placas de microdiluci—n de antifœngicos hidr—fobos (soluci—n
madre de 1.600 mg/l, a modo de ejemplo).

• • • • • •

• • • •

Figura 15b.3. Preparaci—n de la placas de microdiluci—n de antifœn-
gicos hidr—filos (se toma fluconazol a modo de ejemplo).

1 2 3 4 5 10 11 12

Paso 1

RPMI-2%G (2X)

100 ml

200 ml

64

Paso 2

200 ml

128 1632 0,258 CC B

100 ml

100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml

RPMI-2%G (2X)

RPMI-2%G (2X)

FZ 128  mg/l

FZ 128  mg/l

Figura 15b.5 . MŽtodo alternativo para preparar las soluciones
de trabajo para preparar placas de microdiluci—n de antifœngicos
hidr—fobos.

• • • • • • • • • •



15b.6. Inoculaci•n e incubaci•n de
las placas de microdiluci•n

En cada placa pueden estudiarse hasta ocho
cepas, una por fila, recordando que en todas las pla-
cas deber•a incluirse, al menos, una cepa control de
calidad. Cada pocillo es inoculado con 100 €l de las
suspensiones de trabajo(Figura 15b.7), por lo que
todos los pocillos se diluyen a la mitad, de ah• la uti-
lizaci!n del RPMI a doble concentraci!n. La colum-
na 11 tambi"n se inocula con 100 €l, ya que es el
control de crecimiento. A la columna 12 se a#aden
100 €l de agua destilada, ya que es el control de
esterilidad y el blanco.

Las placas se incuban a 35-37 $C en estufa
con ambiente normal (sin CO2), durante 24 h.

15b.7. Lectura de los resultados

Las placas deben leerse en un lector de pla-
cas de microdiluci!n, en el que se detecte la densi-
dad !ptica de los pocillos. La longitud de onda
recomendada es de 530 nm, al igual que al preparar
el in!culo, pero tambi"n pueden emplearse otras
longitudes de onda [9]. El valor de densidad !ptica
de los pocillos de la columna 12 (blanco) debe sus-
traerse siempre a las lecturas del resto de los poci-
llos. Las placas pueden agitarse si se desea antes de
la lectura, pero al ser de fondo plano, no suele for-
marse bot!n en el centro del pocillo, por lo que la
lectura no necesita de homogenizado previo.

en la tercera columna desde el tercer tubo o
tercer dep!sito, y as•, hasta la columna 10
(Figura 15b.6).

8. En las columnas 11 y 12 se a#aden 100 €l en
cada pocillo de RPMI-2% glucosa 2x sin anti-
f&ngico.

15b.5. Preparaci•n del in•culo de
Candida spp.

El in!culo se prepara de la siguiente forma:

1. Un d•a antes de hacer el estudio de sensibilidad,
las levaduras se subcultivan en agar glucosado
de Sabouraud o en agar glucosado de peptona, y
se incuban 18-24 h, a 35-37 $C.

2. El in!culo se prepara picando cinco colonias dis-
tintas, de 1 mm de di'metro, y resuspendi"ndo-
las en 5 ml de agua destilada.

3. La suspensi!n se homogeniza con un agitador de
sobremesa a 2.000 rpm, durante 15 segundos.

4. El in!culo se ajusta a un 0,5 McFarland
(mediante escala o turbid•metro) con agua desti-
lada. Tras ello, se mide la densidad !ptica en un
espectrofot!metro a 530 nm (la densidad !ptica
ser' de 0,09-0,13), lo que equivale a una suspen-
si!n de levaduras de 1-5 x 106 UFC/ml.

5. Por &ltimo, se hace una diluci!n 1:10 en agua
destilada, preparando las suspensi!n de trabajo
que tendr' 1-5 x 105 UFC/ml.
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Figura 15b.6 . Llenado de las placas de microdiluci—n de anti-
fœngicos hidr—fobos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 CC B

A
B
C
D
E
F
G
H

16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 RPMI-2%G (2X)

Figura 15b.7 . Inoculaci—n de las placas de microdiluci—n.

1-5 x 106 UFC/ml

100 ml

16 8 4 2 1 CC B0,03

4 2 1 CC B0,0158 0,5
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100 ml

100 ml100 ml100 ml100 ml100 ml100 ml100 ml

1:10
Agua destilada estŽril

100 ml RPMI-2%G &
antifœngico (2X)

100 ml RPMI-2%G &
antifœngico



El subcomit• de EUCAST recomienda que si
el control de crecimiento no supera 0,5 de densidad
€ptica, las placas deben reincubarse otra vez y
determinar la CMI a las 48 h. No obstante, una den-
sidad €ptica de 0,2 es suficiente para determinar la
CMI, por lo que es probable que se incluya este
valor en las siguientes versiones del documento.

La CMI de los antif•ngicos se determina de
la siguiente forma:

* 5-fluorocitosina y azoles: es la concentraci€n
m!s baja en la que se observa una disminuci€n
en la densidad €ptica igual o superior al 50%,
con respecto a la del control de crecimiento.

* Anfotericina B:es la concentraci€n m!s baja en
la que se observa una disminuci€n en la densi-
dad €ptica igual o superior al 90%, con respecto
a la del control de crecimiento.

En la Figura 15b.8se incluye una representa-
ci€n de c€mo pueden calcularse las CMIs con los
valores de la lectura espectrofotom•trica. La figura
muestra las curvas de inhibici€n de dos cepas, una
sensible y otra resistente, frente a fluconazol. Las
curvas de inhibici€n se construyen con los valores
de densidad €ptica en cada pocillo de la fila inocu-
lada con la levadura, tomando en consideraci€n que
en cada pocillo hay una concentraci€n del f!rmaco
en cuesti€n. La densidad €ptica del pocillo control
de crecimiento (CC) es el 100% del crecimiento,
siendo el punto de referencia para los c!lculos. 

En la cepa sensible, el valor de densidad
€ptica del CC es de 0,96, por lo que el 50% de inhi-
bici€n es 0,48; el primer pocillo en el que se inocul€
la cepa con una DO por debajo de ese valor, es el
que corresponde con la concentraci€n de 0,12 mg/l,
siendo esa la CMI. En el caso de la cepa resistente,
el valor del pocillo CC es de 0,94, por lo que busca-
mos un pocillo por debajo de 0,47, siendo el que
corresponde a la concentraci€n de 32 mg/l. 

15b.8. Interpretaci•n de los
resultados

A•n no se han propuesto los puntos de corte
para interpretar los resultados obtenidos con la
metodolog"a EUCAST. Debe destacarse que los
puntos de corte del CLSI, recomendados para fluco-
nazol, itraconazol y 5-fluorocitosina, no pueden uti-
lizarse para el m•todo del EUCAST. Esto se debe a
que la metodolog"a europea recomienda la lectura a
las 24 h de incubaci€n, mientras que la estadouni-
dense aconseja a las 48 h. Este cambio en el tiempo
de lectura produce algunas diferencias sustanciales
entre ambos m•todos, sobretodo en las cepas con
crecimiento residual(trailing) y en algunos organis-
mos resistentes [5]. 

El EUCAST est! inmerso, actualmente, en el
proceso de definici€n de los puntos de corte. Para
ello, se est!n utilizando distribuciones de CMIs de
cepas cl"nicas, obtenidas por la metodolog"a
EUCAST. Se realizan an!lisis epidemiol€gicos,
observando como se distribuye la poblaci€n de
cepas de cada una de las especies, para definir qu•
cepas pertenecen a la poblaci€n salvaje (wild type),
es decir, aquellas cepas que no han desarrollado
mecanismos de resistencia. Los resultados se rela-
cionan con los par!metros farmacocin•ticos y far-
macodin!micos de los antif•ngicos. Tras ello, si se
observan cepas con CMIs significativamente m!s
elevadas que la mayor"a de los miembros de su
especie, y esas CMIs se sit•an por encima de los
valores de las variables farmacocin•ticas cr"ticas de
cada antif•ngico, se propondr!n los puntos de corte.
Para una mayor informaci€n consultar en
www.eucast.org.

Hasta la fecha, el subcomit• ha recogido las
CMIs de m!s de 5.000 cepas, ha depurado y tabula-
do los datos, y est! analizando las distribuciones
poblacionales, por lo que es probable que pronto se
propongan puntos de corte. 

En caso de utilizar el m•todo EUCAST, las
recomendaciones actuales para interpretar los resul-
tados son considerar como resistentes in vitro, aque-
llas cepas que muestran una CMI significativamente
m!s elevada que los miembros de su especie. As"
por ejemplo, CMIs de fluconazol por encima de 16
mg/l o de anfotericina B por encima de 1 mg/l
podr"an considerarse como resistentes in vitro.
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Figura 15b.8. C‡lculo de la CMI tras la lectura espectrofotomŽtrica.
La figura representa una cepa de Candida albicans sensible a
fluconazol (en azul) y otra resistente (en rojo). 
DO: Densidad —ptica; CC: Control de crecimiento.
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almacenadas para uso frecuente, pueden subculti-
varse en agar Sabouraud y conservar a 2-8 •C,
durante 15 d€as. Tras esas dos semanas deben sub-
cultivarse de nuevo.

Las cepas control de calidad deben incluirse
siempre que se realicen pruebas de sensibilidad,
para comprobar que sus CMIs est•n dentro del inter-
valo de control. Si la CMI de la cepa control no se
incluye en el intervalo en m•s de una ocasi‚n, tras
repetir el test 20 veces en d€as distintos, debe anali-
zarse todo el mƒtodo en busca del error.

Por „ltimo, se recomienda hacer controles de
los lotes de RPMI y del proceso de preparaci‚n de
las placas de microdiluci‚n.

15b.9. Control de calidad

El control de calidad se realiza de forma
similar al descrito en documentos publicados pre-
viamente, particularmente el M23-A y el M27-A2
del CLSI [2,10]. El subcomitƒ del EUCAST est•
realizando un estudio multicƒntrico para establecer
cepas control de calidad. Hasta ese momento, el
subcomitƒ recomienda utilizar las cepas cuyos valo-
res control se recogen en la Tabla 15b.3. Estos valo-
res fueron establecidos en un trabajo preliminar
realizado en nueve laboratorios [6].

El subcomitƒ recomienda mantener las cepas
control de calidad a ±70 •C. Si se quieren mantener
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Tabla 15b.3. Valores para realizar el control de ca lidad.

Intervalo % cepas
Cepa Antifœngico Media Moda Mediana M’nimo M‡ximo Control dentro del Valores del

geomŽtrica de Calidad intervalo CLSI

ATCC 6258 5FC 2,6 2 2 1 8 1 - 4 97 8 - 32
C. krusei FLZ 25,7 16 32 8 32 8 - 32 100 16 - 128

ITZ 0,12 0,12 0,12 0,03 0,5 0,06 - 0,25 95 0,25 - 1

ATCC 22019 5FC 0,25 0,25 0,25 0,12 0,5 0,12 - 0,5 100 0,12 - 0,5
C. parapsilosis FLZ 1,51 2 2 1 4 1 - 4 100 1 - 4

ITZ 0,07 0,06 0,06 0,03 0,25 0,03 - 0,12 97 0,12 - 0,5


