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15a.1. Fundamento

Cuando la anfotericina B y la 5-fluorocitosi-
na eran las enicas opciones terap€uticas para-el tr
tamiento de las infecciones fengicas profundas, la
realizacien de pruebas de sensibilidad antifengica
no estaba muy justificada. A medida que la indaistri
farmac€utica fue introduciendo en el mercado nue-
vos antifengicos o nuevas formulaciones de los ya
conocidos, se hizo necesaria la realizacien de prue
bas de sensibilidad con el fin de comparar la activ
dad de los mismos y detectar las posibles
resistencias.

Motivado por esta nueva realidad, el
aClinical Laboratory Standard Institute® (CLSI,
antes NCCLS) realize, en 1985, una encuesta en
diferentes laboratorios para conocer qu€ pruebas d
sensibilidad antifengica realizaban habitualmente y
cemo las realizaban. Adem,s, se les solicite la
determinacien de la concentracien mfnima inhibito-
ria (CMI) a una serie de cepas utilizando su propia
metodologfa. Los resultados mostraron que poco
laboratorios realizaban pruebas de sensibilidad ant
fengica y que la metodologfa empleada (medio de
cultivo, ineculo, etc.) era muy variada. Los result
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
cres un subcomit€ para el estudio y estandarizacien
de las pruebas de sensibilidad a los antifengiaos e
las levaduras del g€ne@andiday enCryptococcus
neoformansque die lugar a la publicacien, en 1992,

de la propuesta de un m€todo (M27-P). En 1995 se

publice el m€todo provisional (M27-T) y, en 1997,
se aprobe 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 alo
2008 se publice un nuevo documento, el M27-A3,
en el que se incluyen los valores de la CMI de-vori

antifengica en hongos filamentosos (documento
M38-P) y en 2002 aprobe el m€todo definitivo
(documento M38-A).

A pesar de todo, las pruebas de sensibilidad a
los antifengicos no est,n tan desarrolladas con® la
de los antibacterianos. Los puntos de corte y los
criterios de sensibilidad y resistencia de lasdeva
ras para los antifengicos fluconazol, itraconazol y
5-fluorocitosina selo estaban determinados para las
micosis orofarfngeas de enfermos con sida y para
las candidemias. Por lo tanto, estos datos pueden
variar en el futuro y hay que prestar atencien a
las nuevas normas que vayan publicando los comi-
t€s de estandarizacien de ensayosvitro, tanto
europeo (EUCAST) como americano (CLSI).
Recientemente, una revisien exhaustiva de los
puntos de corte de fluconazol, realizada por Rfalle
y cols. [1], en la que se incluyen 603 candidiasis
invasoras y 692 candidiasis orofarfngeas producidas

or 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 microdilucien como los determinados

Spor difusien en disco.

En este Capftulo se describen con detalle los
me€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 inhibicien de crecimiento produci
da por el antifengico comparada con el crecimiento
de la levadura o0 moho en el mismo medio pero sin
antifengico (control). EI medio de cultivo, pH, tam
pen, ineculo, tiempo y temperatura de incubacien
deben ajustarse estrictamente a lo recomendado en
dichos documentos puesto que cualquier variacien
de estos par,metros puede afectar los resultados.

15a.2. Metodo de microdiluci'n para
levaduras (M27-A3)

conazol, ravuconazol y posaconazol para las cepas

control de calidad. En un intento de facilitar yliag
zar la realizacien de las pruebas de sensibilidad a
los antifengicos en los laboratorios clf nicos, 662

el comit€ estandarize el m€todo de difusien en
disco, (documento M44-P) que fue aprobado defini-
tivamente en 2004 (documento M44-A).

15a.2.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo que ha dado mejor concor-

Como complemento del m€todo de sensibili- dancia, tanto intra como interlaboratorio, es el medio
dad para levaduras, en 1998 el CLSI publice su pro- sint€tico RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato
puesta metodolegica para el estudio de sensibilidad sedico (Gibco, ICN, Oxoid, Sigma), tamponado
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con <cido morfolino propano sulfenico (MOPS)  Antif€ngicos insolubles en agua (anfotericina B,

0,164 M (ICN, Sigma), ajustado a pH 7#0,1 y con anidulafungina, itraconazol, ketoconazol,
0,2% de glucosa. posaconazol, ravuconazol, voriconazol)
Componentes: 1. Preparar una solucien, pesando la cantidad sufi-
ciente de polvo para obtener una concentracien
-I?;MI.}]GQ%P'S """""" %L?gg 9 de 1.600 €g/ml (100 veces superior a la concen-
A u:fdestilada """""" 1 boogml tracien mes alta de antif,ngico a ensayar) y
guadestiada ........... ’ disolverla en dimetil sulfexido (DMSO).

. 2. Repartir en alfcuotas de 1,1 ml y congelar a
Preparaci n: +70,,C hasta su utilizacien (meximo 6 meses), 0
1. Disolver en 900 ml de agua destilada las canti- & %40 ,C (meXimo 2 meses).

dades indicadas, agitando hasta su completa
disolucien.
2. Ajustar el pH a 6,9 - 7,1, utilizando NaOH 1N » _
10N (medir la cantidad utilizada). Unos consejos...
3. A"adir agua destilada hasta completar 1 litro.
4. Filtrar estlrilmente. - Es importante seguir estas recomendaciones ya
5. Mantener refrigerado hasta su uso (4-8 ,C, que concentraciones de antifcengico mts elevadas
meximo 6 meses). 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
15a.2.2. Preparaciln de la filtros de membrana o cualquier otro material que
soluciln madre de antif€ngico no absorba o retenga el antifeengico).
Preferiblemente debe utilizarse sustancia
— valorada que se puede solicitar a los laboratorios
productores. .
15a.2.3. Preparaci!n de las
_ diluciones de antif€ngico
Un consejo...

En caso de no disponer de sustancia valorada se ; ; | e
puede utilizar el preparado comercial para infusi—n Se recomienda seguir el mitodo de las dilu

endovenosa, comprobando que las CMI para las ciones_ dobles seriadas aditi_vas._Los pasos a segu
cepas control estZn dentro del intervalo son diferentes seg,n el antif,ngico sea soluble o
recomendado. insoluble en agua.
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Antif€ngicos solubles en agua

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

caspofungina, micafungina . . .
poting gina) Seguir las indicaciones de Taabla 15a.ly

1. Preparar una solucien, pesando la cantidad sufi- 1as Figuras 15a.l 15a.2 Las concentraciones a
ciente de polvo para obtener una concentracien €nsayar son las comprendidas entre 64 y 0,12 €g/ml.
al menos 10 veces superior a la concentracien Los vol,menes indicados son suficientes para pre-
mes alta de antif,ngico a ensayar y disolverla en Parar 5 placas de antif,ngico.
agua destilada est!ril.

2. Repartir en alfcuotas de 1,1 ml y congelar a Brevemente:
+70,C hasta su utilizacien (meximo 6 meses), 0 a . . .
+40 ,C (Meximo 2 meses). 1. A partir de la solucien madre se prepara la serie

de diluciones a una concentracien 10 veces

superior a la concentracien final deseada, utili-
Un consejo... zando como diluyente RPMI 1640.
2. Seguidamente se realiza una dilucien 1/5 a"a-
El tiempo de estabilidad indicado es orientativo ya diendo a todos los tubos 4 ml de RPMI, con lo
que depende del tipo de antifeengico. Una vez des- que la concentracien del antif,ngico en los tubos
congelado no debe volverse a congelar. Las pla- es 2 veces mayor que la concentracien final
cas de antifeengico preparadas tendrin la misma deseada (de 128 €g/ml a 0,25 €g/ml).
fecha de caducidad que la de la soluci—n madre.
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Tabla 15a.1. Diluciones de los antif€ngicos soluble s en agua.

Tubo  Concentraci—n Transferir Aun tubo con Concentraci—n restainte  Tubo
n¥ 1 1280 pg/ml 1ml 1 ml de RPMI 640 pg/ml nY 2
nYs 2 640 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 320 pg/ml n%a 3
nYs 2 640 pg/ml 0,5 ml 1,5 ml de RPMI 160 pg/ml nYs 4
nY 4 160 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 80 pg/ml n% 5
nY 4 160 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de RPMI 40 pg/ml n% 6
nY 4 160 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de RPMI 20 pg/ml nYa 7
nYs 7 20 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 10 pg/ml n¥s 8
nY. 7 20 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de RPMI 5 pg/ml n% 9
nY 7 20 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de RPMI 2,5 pg/ml n% 10
n% 10 2,5 pg/ml 1ml 1 ml de RPMI 1,25 pg/ml nY 11

Observar que...

Al terminar las diluciones todos los tubos contienen 1 ml, excepto el tubo n¥ 11 (2 ml). De este
celtimo se desechart 1 ml.

En los tubos n% 2 al n% 11 la concentraci—n del antifcengico es 10e&superior a la concentraci—n
final deseada.
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Figura 15a.1. Esquema para las diluciones de antifecengicos solubles en agua. Diuyente RPMI 1640.
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Antif€ngicos insolubles en agua (anfotericina B,
anidulafungina, itraconazol, ketoconazol,
posaconazol, ravuconazol, voriconazol)

Los pasos a seguir se detallan e ¢bla
15a.2y en lasFiguras 15a.y 15a.4 Las concentra-

ciones a ensayar son las comprendidas entre 16 y

0,03 «g/ml. Los volemenes indicados son suficien-
tes para preparar 5 placas de antifengico.

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 antifengico es dos veces
mayor que la concentraci€n final deseada (32 g/ml
- 0,06 «g/ml) y la de DMSO, 2%-igura 15a.4)

A)

Aladir a todos los tubos 4 ml de RPMI

®

e NS
Jiiiiainags

q [
Llenar los pocillos con 100 |

BAREERAREER

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

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

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

Tubo  Concentraci—n Transferir Auntubo con Concentraci—n resiainte  Tubo
nYa 2 1600 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 800 pg/ml nY. 3
nYs 2 1600 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 400 pg/ml nYs 4
nYs 2 1600 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 200 pg/ml nYs 5
n%s 5 200 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 100 pg/ml n%s 6
nY. 5 200 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 50 pg/ml nYa7
n¥s 5 200 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 25 pg/ml nYs 8
n¥. 8 25 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de DMSO 12,5 pg/ml n¥s 9
n%. 8 25 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 6,25 pg/ml n%2 10
nY. 8 25 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 3,12 pg/ml nv, 11
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Observar que...

Al terminar las diluciones, todos los tubos
contienen 1 ml excepto el n%11 que contiene 2 ml.
En los tubos n% 2 al n% 11 la concentraci—n del
antifoengico es 100 veces superior a la
concentraci—n final deseada.

Los tubos n¥ 2 al n¥ 11 estfn diluidos en DMSO.

15a.2.4. Llenado de las placas

Las placas de microtiter se rellenan con
100 ¢l de soluci€n de antifengico siguiendo los
siguientes pasd$iguras 15a.2 y 15a.4)

El contenido del tubo né 2 se vierte en una cube-
ta 0 en una placa de Petri estlril y con ayuda de
una pipeta multicanal (8 canales) se toman

100 | y se llenan los pocillos de la columna né 2

(2A - 2H).
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Figura 15a.3. Esquema para las diluciones de antifoengicos insolubles en ag@. Diluyente dimetil sulf—xido (DMSO).

ConL ST 0 35 eren

Con el contenido del tubo né 4 se llenan los 4,9 ml RPMI
pocillos de la columna né 4 (4A - 4H). 5ml RpM| 100 | +100 | DMSO

C.... y as! hasta la columna né 11

Etc.. .
Los pocillos de la columna né 12 se llenan con llllllllllll Dll
100 "I de RPMI (control de crecimiento).

ATENCI#N : cuando se trata de antif$ngicos :
insolubles en agua, la columna né 12 se rellena Aladir 4,9 ml de RPMI
con 100 "I de RPMI con un 2% de DMSO, o el
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disolvente que se haya utilizado. l l l l l 1f0 l' l l l l l
Los pocillos de la columna né 1 se llenan con
200 "I de RPMI (control de esterilidad). 000006600660
Una vez llenas las placas se cierran y envuelven j : ﬂ j j j j 3 o0 j j j
convenientemente con una bolsa de pl&stico o 000000000000
con papel de esta'o, para evitar la evaporaci*n, 000000000000
y se congelan a +70 +C, o bien a 40 +C. 000000000000
0000006000000
000000000000
0000000000600

jAtenci!n"
: ' Concentracin final despu#s de inocular: 16-0,03 eg/ml

La fecha de caducidad de las placas serf la de la
soluci—n madre y no la del d’a de preparaci—n de Figura 15a.4. Segundo paso de las diluciones de antifcengicos inso-
las placas. lubles en agua (mZtodo de microdiluci—n). Diluyente RPMI 1640.
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15a.2.5. Preparaci!n del inlculo /@

Si la levadura ha estado almacenada o conge- SDA 24h a 35-C
lada, antes de realizar las pruebas de sensibilidad
conviene hacer por lo menos dos pases en medio de

agar glucosado de Sabouraud (SDA). 1T°°ar 4-5 colonias

Inlculo para Candida spp. Suero salino

Se prepara tocando con el asa de cultivo
5 colonias® 1 mm y de 24 h de crecimiento en placa 101 101
de SDA que se resuspenden en un tubo de solucien /70% 7
salina (CINa 0,85%). Se agita bien y, con ayuda de McFarland 0,5
un espectrofotemetro (longitud de onda: 530 nm), se (1-5x10° UFC/ml)
ajusta a una densidad eptica 0,5 McFarland, a#a-
diendo la cantidad necesaria de solucien salinta Es [——\ 20 ml é%ﬂl
solucien tiene una concentracien aproximada de
1x1C - 5x1¢ UFC/ml. Posteriormente se realiza
una dilucien 1:1000 con medio RPMI (concentra-
cien de 1x10 - 5x10). Esta $ltima dilucien es la Macrodiluci'n Microdiluci'n
gue se utiliza para inocular las placas de antif$ng 1:2000 1:1000
co. La concentracien final de levaduras en las gdac (0,5-2,5x10% UFC/ml) (1-5x108 UFC/ml)
ser& de 0,5x20 2,5x10. En laFigura 15a.5se
representan esquemé&ticamente todos estos pasos.

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

- Inlculo para C. neoformans

Se prepara igual que patandidaspp., pero
partiendo, en este caso, de un cultivo de 48 Dgn S

15a.2.6. Inoculaci'n de las placas 15a.2.7. Control de pureza del cultivo

9//8-TT9-78-8.6 :NGSI - B.00J00IN 8p BUBILIBWEODIS]] BISIADY L0020

El d'a del ensayo se sacan las placas del con- Es conveniente hacer un control del in°Cl_.I|O ,
gelador y se dejan a temperatura ambiente hasta swtilizado; para ello se siembran 10 €I del pocillo @
Comp|eta desconge|acion_ control (ne 12) en una placa de CHROMagar y,a las

24 h, se cuentan las UFC. De esta forma se controla

Se inoculan con 100 €I de la suspensien de la pureza y densidad del cultivo y se comprueba la

levadura desde el pocillo 2 hasta el 12. identificacien de la cepa.

La columna né 1 (1A - 1H) que contiene
200 €I de RPMI, se utiliza para el control de esterili-
dad del medio. Tambi"n sirve para leer la absorban- 15a.2.8. Incubaciln de las placas
cia del medio.

La columna né 12 (12A - 12H) no contiene

antif$ngico pero debe tener la misma concentracien Las placas se incuban a 35 !C. Las inocula-
de disolvente que los pocillos con antif$ngicoeEs  das con especies del g"neZandidadurante 48 h y
control de crecimiento. las inoculadas co@. neoformanslurante 72 h.

Observar que...

Al inocular las placas, las concentraciones de los pocillos se diluyen 1/2. En consecuencia, la concentraci— final de
antifoengico en los pocillos serf de 64 pg/ml a 0,12 pg/nh, en los solubles en agua, y de 16 pg/ml a 0,03 pg/ml en los
insolubles.

En una placa de antifeengico se pueden ensayar hasta 8 cepas diferates.
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15a.2.9. Lectura e interpretaciln
de los resultados

Observaciones...

La lectura de las CMI en los azoles suele ser una
de las fuentes de variabilidad tanto intra como
Lectura visual 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
o en las cepas de C. albicansy C. tropicalis.

Azoles y S-fluorocitosina:la CMI es la con- Algunas veces, cuando se realiza la lectura visual,

centrac_|!n m's baja de antlf#.ng.lco que produce una es conveniente agitar los pocillos con un bastonci-
reducciln aparente del crecimiento de la levadura llo de madera estZril, para poder comparar la turbi-
(350%), comparada con el crecimiento control des- dez con la del pocillo control.
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.

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

15a.2.10. Cepas control de calidad

En cada ensayo debe incluirse una cepa con-

. : trol para poder detectar cualquier anomal&a o-desac
Nos CONSE|OS... tivaciln del antif#ngico. EI CLSI aconseja utilizar
las siguientes cepas:

En general, para los antif€gicos fungiest'ticos

la CMI debe ser la concentraci—n mis baja de C. parapsilosiATCC 22019

antifeengico que produce una reducci—n aparente C. kruseiATCC 6258

del crecimiento de la levadura (3 50%), compara-

da con el crecimiento control. Son cepas que han mostrado tener estabilidad
ATENCI#N: La CMI de las equinocandinas se lee genstica y para las que la CMI se ha determinado
alas 24 h de incubaci—n. repetidamente. En laabla 15a.3se especifica las
Para los antif€ngicos fungicidas , la CMI es la CMI de los antif#ngicos para estas cepas [2,7-9].

concentraci—n mis baja de antifeengico que inhibe
el crecimiento de la levadura, o lo que es lo
mismo, que produce una reducci—n del 100% del

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

Por el momento, sllo se dispone de los pun-
tos de corte para fluconazol, itraconazol, vorieona

Aunque no es la recomendada por el CLSI, 20!, equinocandinas y 5-fluorocitosina. Para esta-
puede hacerse una lectura espectrofotomstrica a 40%/€cer los puntos de corte para fluconazol, el CLSI
nm (longitud de onda de m"xima absorbancia del S& ha basado en estudios de correlagi'witro-in

medio), tambi$n puede leerse a 490 y 530 nm yavivo de micosis orofar&ngeas en pacientes con sida
que, pr"'cticamente, la CMI no var&a [5,6]. y, en menor cantidad, en candidemias producidas

por Candidaen enfermos no neutrop$nicos.
Antes de realizar la lectura espectrofotom$- Recientemente estos puntos de corte se han confir-
trica es conveniente agitar las placas para obtenermado incluyendo m"s casos tanto de candidiasis
una suspensiln homog$nea y, una vez realizada, seinvasoras como orofar&ngeas [1,E@ tanto, s!lo
resta a todos los pocillos la absorbancia del medio son aplicables a las micosis orofar&ngeas y candi-
es decir la absorbancia del pocillo de la columind.n  demias de especies del g$né&andida,excepto
C. krusei,que es intr&nsecamente resistente a fluco-
La CMI para los azoles, 5-fluorocitosina, nazol. Para itraconazol, los datos se basan en estu
equinocandinas y, en general, &¥if'ngicos fun- dios de correlaci'nin vitro-in vivo de micosis
gist"ticos, es la concentraciln m"s baja de antif#n- orofar&ngeas y no se dispone hasta la fecha de dato
gico cuya densidad !ptica &5 50% del pocillo en micosis invasoras. Los puntos de corte de 5-fluo
control de crecimiento (pocillo de la columna rocitosina est'n basados en antiguos datos farmaco-
né 12). La CMI para la anfotericina B y, en gene- cin$ticosin vivo paraCandida Los puntos de corte
ral, otrosantifingicos fungicidas, es la concentra-  de voriconazol est"n basados en el an"lisis de los
ci'ln m"s baja cuya densidad !ptica &5% del datos obtenidos de 249 pacientes de seis estudios
control. cl&nicos en fase Il de voriconazol [11].

Lectura espectrofotomstrica
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Metodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad
a_

a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-Ay M44-  A)

Tabla 15a.3. Intervalo de la CMI de los antif€Engico s para las cepas control de calidad,
obtenidas por el metodo de microdiluci'n M27-A3 [2, 7-9].
Intervalos de las CMI (pg/ml)

Antifeengico C. parapsilosis ATCC 22019 C. krusei ATCC 6258

24 h 48 h 24 h 48 h
Anfotericina B 0,25-2 05-4 0,5-2 1-4
Anidulafungina 0,25-2 05-2 0,03-0,12 0,03-0,12
Caspofungina 0,25-1 05-4 0,12-1 0,25-1
Micafungina 0,25-2 05-4 0,12-0,5 0,12-0,5
Fluconazol 05-4 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

Aplicando estos criterios, el CLSI ha estable-
cido diferentes categorlas de sensibilidad: semsibl 15a.3. Metodo de macrodiluci'n
intermedio, resistente y una nueva categor'a aplica
ble a los azoles: sensible dependiendo de la dosis para levaduras (M27-A3)
administrada (S-DD) [2,9-11].

- - La categor!a deensibleno lleva implicito el

*Xito terapeutico. _ En este metodo se utilizan tubos esteriles de
La categorla deesistentese correlaciona con  11x70 mm y el volumen final en cada tubo es de
un ~60% de fracaso terapeutico. 1 ml. El medio de cultivo, la preparaci€n del mismo
La categor!e5-DD para el fluconazol se basa en Yy de la soluci€n madre de antifengico es igual al
los niveles de antifengico que se alcanzan con metodo de microdiluci€n.

dosis3 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 sangr®,5 &g/ml. 15a.3.1. Preparaci!n de las

En la categor'a de intermedio, s€lo aplicable diluciones de antif€ngico
a 5-fluorocitosina, no se sabe con certeza sipa ce
es sensible, ya que los datos que se tienen na-perm
ten categorizarla como sensible o resistente.

En laTabla 15a.4se indican los puntos de
corte de los antifengicos. 1. Preparar las diluciones del antifengico siguiendo
los pasos de laigura 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
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Antif€ngicos solubles en agua

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

Intervalos de las CMI (ug/ml) cerrados.
Antifeengico - - - 3. El dl'a del ensayo se descongelan los tubos y se
Sensible  S-DD  Intermedio Resistente diluyen 1/10 a#adiendo a cada tubo 0,9 ml de
RPMI inoculadgFigura 15a.8)
Fluconazol 28 16 - 32 b 364
Itraconazol 20,12 0,25-0,5 b 31
Voriconazol 21l 2 b 34
5-fluorocitosina 24 b 8-16 32
Caspofungina* 22 b b >2
Micafungina* 22 b b >2
Anidulafungina* 22 b b >2

*No sensible.
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Metodos estandarizados por el CLSI para el estudio

de la sensibilidad
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a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-
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Aladir 0,9 ml de RPMI inoculado

|

Concentracien final despu€s de inocular:
64 -0,12 - g/ml

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

Antif€ngicos insolubles en agua

1. Preparar las diluciones del antifengico siguiendo
los pasos de laigura 15a.3
2. Diluir 1/10 en RPMI.

)
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Aladir 0,9 ml de RPMI

(Dil. 1:10)
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Aladir 0,9 ml de RPMI inoculado

1

Concentracien final en los tubos:
16 - 0,03 - g/ml

Figura 15a.7. Segundo paso de las diluciones de antifcengicos insolu
bles en agua (mZtodo de macrodiluci—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

3. Se reparten en allcuotas de 0,1 ml en tubos dej; e\ control diluido 1/20 (0,2 mi del tubo cortro

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

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

15a.3.2. Preparaciln del in!culo

mé&s 0,8 ml de RPMI). La CMI de los azoles y 5-
fluorocitosina es la concentraci#n de antifengico

S€mas baja que produce una inhibici#n del crecimien-

to del 80'. La CMI de la anfotericina B es la con-
centraci#n de antifengico m&s baja que produce una
inhibici#n del crecimiento del 100'. En larabla
15a.5se resume las CMI de las cepas control de
calidad para este m%todo [12,13].

En laTabla 15a.6e resume el m%todo M27-A3.

Se siguen las mismas recomendaciones qu
para el m%todo de microdiluci#n. A partir de la
suspensi#n ajustada a la escala 0,5 de McFarlanc
se diluye 1/2000 en medio RPMI (concentraci#n

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

0,5-2,5x10UFC/ml) (Figura 15a.5)

Intervalos de las CMI (pg/ml)

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

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

C. parapsilosis C. krusei
Antifcengico 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

Asociacien Espa€ola de Micologea



Metodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad

a los antifingicos (documentos M27-A3, M38-Ay M44-  A)

Utilidad de la macrodiluci€n

El mZtodo de macrodiluci—n se utiliza muy poco, pero a veces pueé ser cetil cuando se requiere un resultado rfpido
y no se dispone de medios comerciales o placas preparadas.

TambiZn es cetil en aquellas cepas deC. albicans en las que se duda en establecer la CMI por el mZtodo de microdi-
luci—n, debido al crecimiento en las concentraciones superioes a la CMI (trailing growth).

Tabla 15a.6. Resumen del metodo M27-A3.

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

pH 6,9-7,1

Tamp—n ¢cido mofolino propano sulf—nico (MOPS) a una concentrae—n 0,164 moles/litro
In—culo Entre 0,5x10y 2,5x10° UFC/ml

Incubaci—n Candida spp., 48 h a 35 jC con todos los antifeengicos, excepto las equinocandnas que

se incuban durante 24 h
C. neoformans, 72h a 35 iC

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

Definici—n de la CMI Anfotericina B: la CMI es la concentraci—n misdja que produce una inhibici—n del
crecimiento de 100%
Azoles y 5-fluorocitosina: la CMI es la concentraci—n mis baja queproduce una inhibici—n
del crecimiento 2 50% (por microdiluci—n) a las 48 h de incubad—n
Equinocandinas: la CMI es la concentraci—n mis baja que produceuna inhibici—n del
crecimiento 350% a las 24 h de incubaci—n

Puntos de corte Fluconazol: S 2 8 pg/ml; S-DD 16-32 pg/ml; R 3 64 pg/ml
Itraconazol: S 20,12 pg/ml; S-DD 0,25-0,5 pg/ml; R 3 1 pg/ml
Voriconazol: S 21 pg/ml, S-SD 2 pg/ml; R 3 4 pug/ml
5-fluorocitosina: S 2 4 pug/ml; 1 8-16 pg/ml; R 2 32 pg/ml
Equinocandinas: S 2 2 pg/ml; NS > 2 pg/ml

Cepas control C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019
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NS: no sensible.

15a.4.1. Fundamento

15a.4. Metodo de difusi€n en disco
M44-A

Es el mismo que para las bacterias, est! basa-
do en el estudio la sensibilidad de las levaduras a los
La utilidad de los metodos de sensibilidad antif'ngicos en funci€n del halo de inhibici€n pro-
basados en la difusi€n del antifungico a partir de ducido por la difusi€n del antif'ngico en un medio de
discos o tabletas ha estado limitada por los proble cultivo s€lido. Los pasos a seguir son los mismos que
mas de difusi€n en agar de los mismos y por su fal- para las bacterias pero con algunas modificaciones.
ta de correlaci€n con la clenica. 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, 15a.4.2. Medio de cultivo
Wheadtridge, Colo.) y las CMI obtenidas por el
metodo M27-A3. En 2003, el CLSI estandariz€ el .
metodo de difusi€n-disco (documento M44-P) y en Mueller Hinton agar (MHA) suplementado
2004 public€ el documento definitivo (documento C€ON 2% de glucosa y 0,5 ,g/ml de azul de metileno

M44-A) [3] paraCandidaspp. con fluconazol y  (PH 7,2 - 7,4). Se puede incorporar los suplementos
voriconazol. cuando se prepara el medio o bien incorporar los

suplementos a las placas de MHA ya preparadas.

Pfirer



Metodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad

a los antif€ngicos (documentos M27-A3, M38-Ay M44-  A)

La adicien de glucosa proporciona un mejor
crecimiento de las levaduras y el azul de metileno
aumenta la definicien de los halos de inhibicien.
Adem<€s, el medio MHA con glucosa y azul de
metileno permite diferenciar mejor las cepas Say R
fluconazol, presentando buena correlacien con el
metodo M27-A3 y con los datos vivo. Aunque
hay poca diferencia entre la lectura a las 24 11,48
se recomienda realizarla a las 24 h.

Soluci!n madre de glucosa (40%)

Glucosa ................... 40 ¢
Aguadestilada ............ 100 ml

. Calentar suavemente hasta completa disolu-
cien de la glucosa.
Figura 15a.8. Preparaci—n del medio de Mueller-Hinton agar suple-

) . mentado (1) y suplementaci—n de las placas de MHA (2).
Soluci!n azul metileno (5 mg/ml)

Azul metileno ............. 0,19

Aguadestilada ............. 20 mi i
Suplementaci!n de las placas de MHA con

glucosa y azul de metileno
Soluci!n madre de glucosa-azul de metileno

(GAM) 1. Verter 1,5 ml de la solucien de GAM sobre la
superficie de la placa de MHA de 9-10 cm o
1. Aladir 200 "l de la solucien de azul de metileno 3,5misiesde15cm. <
a 100 ml de la solucisn madre de glucosa para 2. Repartir el #quido uniformemente por toda la
obtener una solucisn GAM con una concentra- ~ Superficie de la placa con ayuda de un asa de
cien final de glucosa de 0,4 mg/mly 10 "g/ml de cristal o bolas de cristal. ,
azul de metileno. 3. Dejar a temperatura ambiente o en el refrigera-
2. Dispensar en viales en al#cuotas de 3,50 1,5 ml.  dor el tiempo necesario para que se absorba todo
3. Esterilizar en autoclave 25 min a 121 $C. el I#quido antes de proceder a la inoculacien de
4. Guardar a temperatura ambiente (m€ximo 1 alo)  la placa. El tiempo depende de la humedad de la

placa, en general de 4 - 18 h.
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Preparaci!n de placas MHA suplementado con -
glucosa y azul de metileno Un consejo...
1. Preparar el medio de MHA siguiendo las indica- | + Es mejor preparar las placas el d'a anterior al
ciones del fabricante y aladir 20 g de glucosa ensayo y dejarlas durante toda la noche en nevera
por litro de medio. con el fin de que haya una absorci—n completa.

2. Aladir 100 "I de la solucien 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 razen 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.

15a.4.3. Preparaci!n del inlculo

Se prepara tocando con el asa de cultivo 5
colonias®1 mm y de 24 h de crecimiento en placa
Una vez preparadas las placas se puedende SDA que se resuspenden en un tubo de solucien

almacenar durante 7 d#as a menos que se tomen préalina esteril (CINa 0,85%) como se ha descrit@par

cauciones adicionales que eviten el secado de las¢! Mm*todo M27-A3. Se agita bien y con ayuda de un
placas(Figura 15a.8) espectrofotemetro (longitud de onda: 530 nm), se

ajusta a una densidad eptica 0,5 McFarland, a'adi-
endo la cantidad necesaria de solucien salina. Esta
solucien tiene una concentracien aproximada de
1x10 - 5x10UFC/ml (Figura 15a.9)

Asociacien Espa€ola de Micologea



@NOnmﬂ Wmimﬁ Iberoamericana de Micolog'a - ISBN: 978-84-611-8776-8




)

ta Iberoamericana d




%

Tween 20

Resuspender conidias

5SS %Sobrenadante %

Dejar sedimentar

/

200

3-5min

©2007 Revista Iberoamericana de Micolog'a - ISBN: 978-84-611-8776-8



8-9//8-T19-¥8-8.6 NS - B,00J0DIIN 9p BULILIOWEOIS]| BISINDY




©2007 Revista Iberoamericana de Micolog'a - ISBN: 978-84-611-8776-8




8-9//8-119-¥8-8.6 NS - B,00J0DIIN 9p BUBILIOWEOIS]| BISINDY L0020







+ I

8-9//8-T19-¥8-8.6 NS - B,00J0DIIN 9p BULILIOWEOIS]| BISINDY




©2007 Revista Iberoamericana de Micolog'a - ISBN: 978-84-611-8776-8




100 m

M EnEEEs
1 2 3 4 5 10

11 12

Figura 15b.3. Preparaci—n de la placas de microdiluci—n de antifcen-
gicos hidr—filos (se toma fluconazol a modo de ejemplo).
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Figura 15b.5 . MZtodo alternativo para preparar las soluciones
de trabajo para preparar placas de microdiluci—n deantifeengicos
hidr—fobos.
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