
16.1. Fundamento

A pesar de existir documentos que estandari-
zan los m•todos de estudio de sensibilidad in vitro
de los hongos a diferentes agentes antif!ngicos,
estos no subsanan del todo las necesidades de la
rutina de los laboratorios de Microbiolog"a cl"nica.

En lo que respecta a las levaduras (Candida
spp. yCryptococcus neoformans), el documento
M27-A3 (Cap"tulo 15a) se acepta como el m•todo
de referencia para los estudios de sensibilidad in
vitro a diferentes antif!ngicos, pero tiene una serie
de limitaciones:

1. No es un m•todo adecuado para detectar la resis-
tencia a anfotericina B, por ello se debe seguir
buscando un m•todo que discrimine mejor estas
resistencias.

2. El medio RPMI 1640 presenta problemas para el
crecimiento de C. neoformanspor lo que se ha
propuesto el medio yeast nitrogen base (YNB)
[1] para la determinaci#n de la CMI de los anti-
f!ngicos para esta levadura.

Aunque el m•todo M27-A3 se considera el
m•todo de referencia, no es el m$s adecuado para
todos los hongos ni para ser utilizado de rutina en
los laboratorios de Microbiolog"a cl"nica [2,3]. Por
ello, se siguen evaluando m•todos alternativos al del
CLSI; entre los comercializados, se dispone tanto de
m•todos colorim•tricos como no colorim•tricos.

16.2. M!todos colorim!tricos

Son m•todos basados en el M27-A2 [1] que
incorporan un indicador redox en el medio de culti-
vo que cambia de color cuando existe crecimiento
f!ngico en el pocillo, facilitando la lectura visual
del mismo.

16.2.1. Sensititre YeastOne"

Es un m•todo cuantitativo comercializado
por Sensititre Alamar Yeast One (Westlake, EE.UU.)
y suministrado en Espa%a por Izasa S.A.

Fundamento

Se basa en el m•todo de microdiluci#n del
documento M27-A2 del CLSI al que se le ha adicio-
nado un indicador de crecimiento de oxido-reduc-
ci#n (azul Alamar). Tiene la ventaja de que la
lectura es m$s objetiva, ya que los pocillos con cre-
cimiento son de color rosa, mientras que, cuando no
hay crecimiento en su interior, los pocillos se man-
tienen azules. Sin embargo, con los azoles sigue
habiendo problemas de lectura ya que, debido al
efectotrailing, el cambio de color no es tan evidente
y, en ocasiones, pasa de rosa (crecimiento) a p!rpu-
ra (inhibici#n parcial del crecimiento) [2-4]. Seg!n
nuestra experiencia y la de otros autores [2-5], el
m•todo muestra una buena correlaci#n (70-100&)
con el m•todo de referencia (M27-A2), as" como
una buena reproducibilidad [5], por ello la Food and
Drug Administration de Estados Unidos (FDA) ha
aceptado este m•todo como buena alternativa al
m•todo de referencia, para estudios de sensibilidad
in vitro de Candidaspp, a fluconazol, itraconazol y
5- fluorocitosina [5]. Un estudio de 2005 ha demos-
trado tambi•n una muy buena correlaci#n (> 90&) y
reproducibilidad con el m•todo de referencia para
los nuevos antif!ngicos (voriconazol, posaconazol,
ravuconazol y caspofungina) y capaz de detectar las
cepas con sensibillidad disminuida a caspofungina
[6]. El m•todo no es !til para la detecci#n de cepas
resistentes a anfotericina B, probablemente por la
utilizaci#n del medio l"quido RPMI 1640 [1-3]. Se
considera una alternativa que podr"a introducirse de
rutina en el laboratorio de microbiolog"a cl"nica
para los estudios de sensibilidad in vitro de las leva-
duras, aunque hay que tener en cuenta que la corre-
laci#n de este m•todo con el de referencia es menor
para las asociaci#nes de fluconazol con C. tropicalis
y C. glabrata. Para Cryptococcus neoformans•ste
m•todo presenta baja correlaci#n (70&) y proble-
mas de crecimiento de algunas cepas [7].

Material

Placas microtiter de 96 pocillos con el azul
Alamar incorporado con concentraciones dobles
seriadas de antif!ngicos deshidratados: anfotericina B
(0,008-16 'g/ml); fluconazol (0,125-256 'g/ml);
itraconazol y voriconazol (0,008-16 'g/ml); ketoco-
nazol (0,008-16 'g/ml) y 5-fluorocitosina (0,03-
64 'g/ml). El control de crecimiento est$ incluido
en el primer pocillo de la primera fila (1 A). S#lo
hay seis filas ocupadas de las ocho filas de la placa. 
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Cepas Control de Calidad

Para asegurar la validez de los resultados, en
cada lote debe utilizarse las cepas de control de cali-
dad recomendadas por el documento M27-A2 del
CLSI: C. parapsilosisATCC 22019 y C. krusei
ATCC 6258 (Cap!tulo 15).

Medio de cultivo

RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato
c"lcico y tamponado con MOPS (0,164 M) ajustado
a pH 7#0,1 (el mismo que el m$todo de referencia),
pero suplementado con 1,5% de glucosa. Viene pre-
parado en tubos de tap&n de rosca con 11 ml de
medio.

Preparaci!n del in!culo

Tocar con el asa de cultivo aproximadamente
cinco colonias de ³ 1mm en Sabouraud Dextrosa
Agar (SDA), de 24 h de crecimiento para Candida
spp. y de 48 h para C. neoformans. Resuspender
las colonias en un tubo de agua destilada, agitar y
ajustar con un espectrofot&metro (longitud de onda
530 nm) a una densidad &ptica equivalente al 0,5
de la escala McFarland (1-5x106 UFC/ml). Inocular
20 'l de esta suspensi&n en el tubo con 11 ml
de medio de cultivo (diluci&n de trabajo:
1,5±8x103 UFC/ml).

Rehidrataci!n del panel

El panel se rehidrata dispensando 100 'l de
la suspensi&n del in&culo en cada pocillo; bien de
forma manual, bien autom"ticamente con el autoi-
noculador Sensititre. 

Incubaci!n

Los paneles se sellan con papel autoadhesivo
y se incuban en aerobiosis (nunca en atm&sfera de
CO2) a 35 *C, durante 24-48 h para Candida spp. y
48-72 h para C. neoformans.Algunas cepas de
C. neoformansno crecen en este medio.

Control del in!culo

Del mismo tubo de RPMI con el que se ino-
culan los paneles se siembran 10 'l en una placa de
SDA y se incuba a 35 *C. A las 24 h (Candida spp.)
& 48 h (C. neoformans) se cuenta el n+mero de UFC
(deben crecer entre 15-80 colonias).

Lectura

Antes de proceder a la lectura hay quecom-
probar que el pocillo control de crecimiento ha vira-
do a rosa; en caso contrario, la incubaci&n debe
prolongarse hasta su cambio de color. La CMI de
los azoles y la 5-fluorocitosina se lee a las 24 h de
incubaci&n para Candidaspp. y a las 48 h para 
C. neoformans.Sin embargo, la CMI de la anfoteri-
cina B debe leerse a las 48 h de incubaci&n para
Candidaspp. y a las 72 h para C. neoformans.
La CMI de anfotericina B es la concentraci&n m"s
baja de antif+ngico que no muestra cambio de color;
es decir, el primer pocillo azul. En los azoles y en la
5-fluorocitosina no hay siempre un paso de rosa a
azul, sino que puede aparecer un color intermedio
p+rpura (debido al efecto trailing); en este caso la
CMI es la concentraci&n del primer pocillo p+rpura
(Figuras 16.1 y 16.2). 
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Figura 16.1. Panel Sensititre Yeast One a las 24 h de incubaci—n.

Figura 16.2. Panel Sensititre Yeast One a las 24h de incubaci—n
con efecto trailing en los antifœngicos az—licos.

Atenci!n:

· En la lectura de la CMI no debe tenerse en cuenta
la turbidez de los pocillos.

· La lectura de la CMI se har‡ siempre que el pocillo
de crecimiento muestre cambio de color a rosa.
C. parapsilosis y algunas cepas de C. glabrata tar-
dan en crecer m‡s de 24 h

· La CMI de la anfotericina B se lee a las 48 h de
incubaci—n para Candida spp. y a las 72 h para
Cryptococcus neoformans

· Se considera un sistema alternativo v‡lido, apro-
bado por la FDA (USA), para el estudio de sensibi-
l idad Òin vitroÓ de cepas de Candida spp. a
itraconazol, fluconazol y voriconazol.

· Segœn los datos publicados hasta la fecha, parece
un buen mŽtodo para el estudio de sensibilidad Òin
vitroÓ de Candida spp. a los nuevos antifœngicos
ravuconazol, posaconazol y equinocandinas.



16.2.2. Fungitest•

Es otro m•todo colorim•trico fabricado por
Sanofi Diagnostic Pasteur (Paris, Francia) y comer-
cializado en Espa€a por Bio-Rad. Diversos estudios
publicados en la literatura han demostrado buena
correlaci•n con el m•todo de microdiluci•n del
CLSI (M27-A2) (86-100%) con distintas especies
de Candida[8].

Fundamento

Est! basado en el m•todo de microdiluci•n
del CLSI, incluye 6 antif"ngicos cada uno de ellos a
dos concentraciones cr#ticas: anfotericina B (2 y 8
$g/ml), 5-fluorocitosina (2 y 32 $g/ml), miconazol
(0,5 y 8 $g/ml), ketoconazol (0,5 y 4 $g/ml), itraco-
nazol (0,5 y 4 $g/ml) y fluconazol (8 y 64 $g/ml).

Material

La prueba se presenta en forma de galer#a
con 16 pocillos: 2 controles de crecimiento, 12 con
los antif"ngicos deshidratados y 2 pocillos controles
de esterilidad.

Medio de cultivo

El medio utilizado es tambi•n RPMI 1640
tamponado y suplementado con glucosa. El medio
contiene un indicador de oxido-reducci•n que cam-
bia su color de azul (ausencia de crecimiento) a rosa
(crecimiento).

Preparaci!n del in!culo

A partir de dos colonias de levaduras, en un
cultivo de 24 h en SDA, se realiza una suspensi•n
en 3 ml de agua destilada para obtener una turbidez
equivalente al 1 de McFarland. A partir de ella, se
hace una diluci•n 1/20 (diluyendo 100 $l de esta
suspensi•n en 1,9 ml de agua destilada est•ril).
20 $l de esta suspensi•n se vuelven a diluir en 3 ml
de RPMI para obtener un in•culo final de
1x103 UFC/ml.

Rehidrataci!n del panel

Cada pocillo se inocula con 100 $l de la sus-
pensi•n de RPMI conteniendo el in•culo y se sellan
las placas.

Incubaci!n

Los paneles se incuban a 35 &C durante 48 h
para Candida spp. y 72 h para C. neoformans.
El crecimiento se aprecia por un cambio del color
azul (ausencia de crecimiento) a rosa (crecimiento)
(Figura 16.3).

Interpretaci!n de la lectura

· Ausencia de crecimiento en los dos pocillos:
Sensible.

· Crecimiento en ambos pocillos: Resistente.
· Crecimiento en el pocillo de menor concentra-

ci•n: Intermedio.

Cepas Control de Calidad

Las recomendadas por el documento M27-A
del CLSI (Cap#tulo 15).
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Figura 16.3. Galer’a de Fungitest.

Problemas y ventajas:

· Las concentraciones de anfotericina B e itraconazol son demasiado elevadas.

· En los azoles, la correlaci—n con el M27-A2 no es buena para las cepas resistentes [2,8]. 

· Es un mŽtodo f‡cil y c—modo pero, para ser utilizado de rutina, se tendr’an que revisar las concentraciones cr’ti cas
en relaci—n con la normativa del CLSI.



· Ausencia de crecimiento en ambas concentra-
ciones: Sensible.

· Crecimiento en la concentraci!n m"s baja:
Intermedio.

· Crecimiento en las dos concentraciones:
Resistente.

16.3.2. ATB Fungus 2•

Recientemente ha sido comercializado por
bioM#rieux una modificaci!n del m#todo ATB
Fungus, que introduce fluconazol e itraconazol. No
existen datos publicados en la literatura que esta-
blezcan la correlaci!n de este m#todo con el de
microdiluci!n del CLSI. Nosotros, en datos no
publicados hemos obtenido una correlaci!n global
del 71,4% en distintas especies de Candida, siendo
#sta alta para anfotericina B y 5 fluorocitosina (92%
y 85%, respectivamente), moderada para fluconazol
(65%) y baja para itraconazol (44%).

Fundamento

Se basa en el m#todo del CLSI y utiliza dilu-
ciones seriadas para anfotericina B, 5-fluorocitosi-
na, fluconazol e itraconazol.

Material

Galer$a de 16 pocillos con los antif&ngicos
deshidratados a distintas concentraciones: 5-fluoro-
citosina (0,25-128 'g/ml), anfotericina B (1-
8 'g/ml), fluconazol (0.25-128 'g/ml) e itraconazol
(0,125- 4 'g/ml).

Medio de cultivo

ATBF medium [Yeast Nitrogen Base (YNB)
6,7 g/l, con 1% de glucosa, 1,5 g/l de asparragina, y
1,5 g/l de agar], pH 6,5-6,8.

In!culo

A partir de un cultivo de no m"s de 4 d$as en
SDA, se hace una suspensi!n en agua destilada
equivalente al 2 de McFarland. Transferir 20 'l de
esta suspensi!n a una ampolla de ATBF (7 ml). De
esta suspensi!n (aproximadamente 3x103 UFC/ml)
se inoculan 135 'l en cada pocillo. 

Incubaci!n

A 35 *C en aerobiosis, en c"mara h&me-
da durante 24 h para Candidaspp. y 48 h para
Cryptococcus neoformans.

16.3. Otros m"todos
basados en el M27-A

16.3.1. ATB Fungus•

Es un sistema fabricado y comercializado por
bioM#rieux (Francia). Este m#todo podr$a ser apli-
cable a la rutina de un laboratorio de microbiolog$a
pero no incorpora antif&ngicos tan importantes en la
cl$nica, como el fluconazol y el itraconazol, por lo
que su utilidad en las micosis sist#micas es limitada
[9]. Por otra parte, la correlaci!n con otros m#todos
es aceptable para los azoles y buena para anfoterici-
na B, nistatina y 5-fluorocitosina. 

Fundamento

Se basa en el m#todo del CLSI, utiliza dilu-
ciones seriadas para anfotericina B y 5-fluorocitosi-
na y dos concentraciones cr$ticas para el resto de los
antif&ngicos.

Material

Galer$a de 16 pocillos con los antif&ngicos
deshidratados a distintas concentraciones: 5-fluoro-
citosina (0,25-128 'g/ml), anfotericina B (1-
8 'g/ml), nistatina (4 y 8 'g/ml), ketoconazol,
miconazol y econazol (1 y 8 'g/ml).

Medio de cultivo

ATBF medium [Yeast Nitrogen Base (YNB)
6,7 g/l, con 1% de glucosa, 1,5 g/l de asparragina y
1,5 g/l de agar], pH 5,4 - 5,8.

In!culo

A partir de un cultivo de 24 h en SDA, se
hace una suspensi!n en agua destilada equivalente
al 2 de McFarland. Transferir 100 'l de esta suspen-
si!n a una ampolla de ATBF (7 ml). De esta suspen-
si!n, se inoculan 135 'l en cada pocillo.

Incubaci!n

A 35 *C en aerobiosis durante 48 h.

Lectura

Para anfotericina B y 5-fluorocitosina la CMI
se lee en el pocillo donde se observa inhibici!n total
del crecimiento. Para los otros antif&ngicos s!lo se
puede establecer la categor$a cl$nica (sensible, inter-
medio o resistente) ya que &nicamente utiliza dos
concentraciones cr$ticas.
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Lectura

Para anfotericina B la CMI se lee en el poci-
llo donde se observa inhibici•n total del crecimien-
to. Para los otros antif€ngicos la lectura se hace en
el pocillo donde se observa una marcada reducci•n
del crecimiento en comparaci•n con el control de
crecimiento(Figura 16.4).

16.4. M!todos basados en
la difusi"n en agar

16.4.1. Etest#

Es un m!todo cuantitativo de difusi•n en
agar comercializado por AB biodisk (Solna, Suecia)
y distribuido en Espa"a por Izasa S.A. 

Fundamento

Las tiras de Etest son tiras de pl#stico inerte
que incorporan un gradiente de concentraci•n de
antif€ngico. Cuando se depositan sobre las placas
de agar inoculadas, el antif€ngico difunde en el
medio y, tras una incubaci•n a 35 $C durante 24-
48 h para Candida spp. y 48-72 h para C. neofor-
mans, se determina la CMI en el punto de
intersecci•n de la elipse de inhibici•n de crecimien-
to con la tira de Etest. 

La correlaci•n con el m!todo M27-A2 var%a
entre el 60 y el 100&, seg€n los estudios [2,10-13]
pudiendo depender de varios factores mencionados
abajo. 

a) Medio de cultivo: mejor correlaci•n en los
medios de agar casitona y agar RPMI 1640 con
2& de glucosa y agar Mueller Hinton suplemen-
tado con 2& de glucosa y 0.5 'g/ml de azul de
metileno que en el medio RPMI sin glucosa
[10,12].

b) Combinaci!n especie/antif"ngico: correlaci•n
m#s baja para C. glabrata - fluconazol/voricona-
zol, C. tropicalis - fluconazol e itraconazol, y
C. neoformans - anfotericina B [10,13]. 

c) Tiempo de incubaci!n: mejor correlaci•n con
lectura a las 24 h que a las 48 h [2,3,12], excepto
para C. neoformansque la mejor correlaci•n se
consigue a las 48 h [13]. 

d) Antif"ngico: la correlaci•n es m#s baja en los
azoles debido a que la lectura es m#s problem#-
tica por la aparici•n de doble halo. En nuestros
trabajos [10 y datos no publicados], hemos
observado una correlaci•n global para voricona-
zol del 91&, para fluconazol del 74,6& y del
61,7& para itraconazol. Las asociaciones C. gla-
brata-fluconazol/voriconazol y C. parapsilosis-
itraconazol son las que presentan menor
correlaci•n (66,6&, 83& y 42,5&, respectiva-
mente), el resto de las especies tienen una corre-
laci•n por encima del 90& para el voriconazol,
del 75& para fluconazol y por encima del 60&
para el itraconazol. En el caso de C. neoformans,
la correlaci•n para fluconazol y 5-fluorocitosina
es del 81 y 90&, respectivamente; sin embargo,
para itraconazol, la correlaci•n es inferior al
60& [13]. 

Nuestros resultados [10] y los de otros auto-
res [2], sugieren que !ste m!todo puede ser €til de
rutina s•lo para anfotericina B con Candidaspp,
pero es poco €til para los azoles; en el caso de
C. neoformans, se puede utilizar con 5-fluorocitosi-
na y fluconazol [2,13].

Parece ser el m!todo de elecci•n para detec-
tar las cepas resistentes a anfotericina B usando el
medio RPMI 1640 suplementado con un 2& de glu-
cosa tanto para Candidaspp. como para C. neofor-
mans cambiando los tiempos de incubaci•n (24 h
para Candidaspp. y 48-72 h para C. neoformans).

Medio de cultivo

RPMI 1640 + MOPS (0,164 M), a pH 7, adi-
cionado con un 2& de glucosa y 1,5& de agar
(Angus Biochemicals, Niagara Falls, NY, EE.UU.)
suministrado en Espa"a por Izasa S.A

In"culo

Para Candida spp. preparar una suspensi•n
al 0,5 McFarland en soluci•n salina (0,85& de
ClNa) a partir de un cultivo de 24 h en SDA. Para
C. neoformans, preparar una suspensi•n al 1
McFarland en soluci•n salina a partir de un cultivo
de 48-72 h en SDA.
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Problemas y ventajas:

· MŽtodo f‡cil, y asequible a cualquier laboratorio
cl’nico.

· Buena correlaci—n con el mŽtodo M27-A2, para
anfotericina y 5-fluorocitosina, pero limitada par
itraconazol y fluconazol.

· No tiene incorporado el voriconazol.

· Hay pocos estudios de correlaci—n con el docu-
mento CLSI .

Figura 16.4. Galeria ATB Fungus 2.



Inoculaci•n

A partir de estas suspensiones, inocular las
placas de agar con una torunda sembrando en tres
direcciones. Dejar secar 10-15 min para que se
absorba el exceso del in•culo. Aplicar las tiras de
Etest sobre la superficie del agar, bien manualmente
o con el aplicador suministrado por la casa comer-
cial. Colocar 5 tiras si la placa es de 14 mm y 2 si es
de 9 mm, situando el extremo de mayor concentra-
ci•n del antif€ngico hacia la parte exterior de la
placa (Figura 16.5).

Incubaci•n

A 35 !C en aerobiosis durante 24-48 h para
Candida spp. y 48-72 h para C. neoformans.

Lectura

En los azoles, la CMI es la concentraci•n de
antif€ngico en el punto de intersecci•n de la elipse
de inhibici•n de crecimiento (> 80%) con la tira. En
el caso de observarse colonias de menor tama"o en
el interior de la elipse de inhibici•n de los azoles, no
hay que tenerlas en cuenta para la determinaci•n de
la CMI (Figura 16.6). A veces, con algunos azoles,
se observa doble halo de inhibici•n pero con colo-
nias del mismo tama"o (grandes) en su interior, en
cuyo caso debe considerarse resistente. En el caso
de observarse triple halo de inhibici•n, la CMI es la
concentraci•n donde las colonias cambian de tama-
"o (Figura 16.7a). En el caso de la anfotericina B,
toda colonia en el interior de la elipse de inhibici•n,
independientemente de su tama"o, debe valorarse
para la lectura de la CMI (Figura 16.7b).

16.5. Otros m!todos

16.5.1. Diluci•n en agar

El m#todo cl$sico de diluci•n en agar se basa
en el uso de placas Yeast Morphology Agar (YMA)
(Difco) con distintas concentraciones de fluconazol
(0,125-256 &g/ml) inoculadas con una suspensi•n
de levaduras e incubadas a 35 !C durante 24 h para
Candida spp. y 72 h para C. neoformans. La CMI se
define como la concentraci•n m$s baja de antif€ngi-
co donde se observa una disminuci•n considerable
del tama"o de las colonias en comparaci•n con el
control del crecimiento (placa sin antif€ngico).
La correlaci•n con el m#todo de referencia es
buena, de tal forma que se puede utilizar como
m#todo alternativo para la selecci•n de cepas resis-
tentes a fluconazol, si bien se deber'a abreviar el
protocolo limitando el n€mero de concentraciones a
ensayar (1, 2 y 32 &g/ml). Este m#todo tiene la ven-
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Figura 16.5. Etest: distribuci—n de las tiras.

Figura 16.6. Etest: Lectura de la CMI de itraconazol.

Figura 16.7. Etest: Lectura de la CMI (flecha) en presen-
cia de colonias en el interior de la elipse de inhibici—n.
a: fluconazol; b: anfotericina B. 

a

b



taja de ser f•cil, econ€mico y r•pido, y sirve tanto
para Candidaspp. como para Cryptococcus spp.;
sin embargo, tiene el inconveniente de la subjetivi-
dad de su lectura y que, por ahora, s€lo es aplicable
al fluconazol [3]. 

El m!todo de diluci€n en agar tambi!n se
puede aplicar utilizando otros medios de cultivo,
como el CHROMagar Candida. El fundamento es el
mismo que el anterior, consiste en utilizar placas de
CHROMagar con distintas concentraciones de flu-
conazol (8 y 16 "g/ml), se inoculan con una suspen-
si€n de levaduras y se incuban durante 24 h a 35 #C.
La CMI es la concentraci€n m•s baja donde se apre-
cia una disminuci€n considerable del tama$o de las
colonias, en comparaci€n con las del control (placa
sin antif%ngico). Las ventajas de este m!todo son
las mismas que en el anterior y, adem•s, ayuda a la
identificaci€n de la especie de Candida. La correla-
ci€n con el m!todo de referencia (M27-A2) es muy
buena [3]. 

Izasa S.A. vende las placas de CHROMagar
con 8 mg/l de fluconazol.

16.6. M•todos alternativos para
los hongos filamentosos

En el a$o 2002, el CLSI ha publicado un
documento para el estudio de la sensibilidad anti-
f%ngica en hongos filamentosos: el documento
M38-A [15]. Este documento expone la utilidad del
m!todo para la mayor&a de los antif%ngicos y hon-
gos filamentosos, y adem•s introduce una modifica-
ci€n respecto al documento anterior M38-P, en la
lectura de las CMI de los azoles (100' versus 50'
de inhibici€n del crecimiento), debido a que los
hongos filamentosos no presentan efecto trailing
con este grupo de antif%ngicos. Este criterio de inhi-
bici€n total del crecimiento lo han utilizado algunos
autores [2] para la detecci€n de cepas de Aspergillus
spp. resistentes a itraconazol obteniendo buena
correlaci€n con los datos in vivoen modelos experi-
mentales de aspergilosis invasora. Sin embargo, con
las equinocandinas si aparece este efecto, constitu-
yendo un problema para la interpretaci€n de las
CMI a estos antif%ngicos, por ello se introdujo un
nuevo concepto de lectura para determinar la activi-
dad de las equinocandinas sobre estos hongos,
midiendo la concentraci€n minima eficaz (CME),
defini!ndola como la menor concentraci€n de anti-
f%ngico capaz de alterar la pared celular del hongo,
determinada por observaci€n microsc€pica [16] 
o macrosc€pica (cambio morfol€gico del crecimien-
to de filamentoso a microcolonias) [17] (ver Cap&-
tulo 15). 

Al igual que ocurre con las levaduras, el
m!todo recomendado por el CLSI para estos hongos
es complicado y requiere mucho trabajo para ser uti-
lizado como m!todo de rutina en los laboratorios de
Microbiolog&a cl&nica, por lo que se est• intentando
buscar otros m!todos alternativos. Entre estos m!to-
dos tenemos:

16.6.1. Sensititre YeastOne!

Es un m!todo cuantitativo comercializado
por Sensititre Alamar Yeast One (Westlake, OH,
EE.UU.) para levaduras, pero que tambi!n puede ser
utilizado en los hongos filamentosos para facilitar la
rutina de un laboratorio de microbiolog&a. Datos
publicados en la literatura [18,19], muestran que
para Aspergillusspp., la correlaci€n a las 48 h, con
el documento M38-A para la anfotericina B es del
93,4', para el itraconazol del 90' y para el vorico-
nazol del 82,5'. Adem•s se ha demostrado que es
capaz de detectar las cepas resistentes a itraconazol,
objetivo fundamental de las pruebas de sensibilidad
[18]. El m!todo todav&a requiere estudios adiciona-
les para poder utilizarlo en la rutina pero parece un
buen m!todo alternativo. Tanto el material que se
precisa, como el medio de cultivo utilizado es el
mismo que para las levaduras. Las %nicas diferen-
cias a tener en cuenta con este m!todo cuando se
trabaja con hongos filamentosos son las siguientes: 

In"culo

La preparaci€n del in€culo puede hacerse
siguiendo las recomendaciones del M38-A [2]. 

Incubaci"n

A 35 #C durante 48-72 h.

Lectura

La CMI corresponde a la concentraci€n m•s
baja de antif%ngico donde se observa un cambio del
color rosa (crecimiento) a azul (ausencia de creci-
miento) para todos los antif%ngicos (anfotericina B,
azoles y 5-fluorocitosina). 

16.6.2. Diluci"n en agar

Es similar al m!todo de diluci€n en agar uti-
lizado para bacterias y levaduras, descrito anterior-
mente. Se preparan diluciones seriadas a partir de
una diluci€n 10 veces la concentraci€n final del
antif%ngico a evaluar y se incorporan al agar fundi-
do. Las placas con el antif%ngico se inoculan con
suspensiones entre 105±107 UFC/ml. Los medios
solidificados de cultivo utilizados son AM*3, RPMI
y YNB, pero para algunos autores, el medio RPMI
1640, solidificado y tamponado a pH 7 con MOPS,
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a las 24 h con Etest y a las 48 h con el M38-A
[2,18,22]. Sin embargo la correlaci•n a las 48 h fue
del 73,3% para anfotericina B y del 42,6% para itra-
conazol. Para A. flavus, P. boydiiy S. prolificanslos
valores de CMI por Etest son m!s bajos que
los obtenidos por el m"todo M38-A [2]. A pesar de
los buenos resultados preliminares de este m"todo
todav#a se requieren m!s estudios para poder ser
introducido en los laboratorios de microbiolog#a
cl#nica, y para determinar su correlaci•n de los
datosin vivo. 

es el que mejor correlaci•n muestra con los resulta-
dos in vivo para itraconazol y Aspergillus funigatus
[2]. La incubaci•n se realiza a 28 $C • 35 $C duran-
te 48-72 h y la lectura de la CMI se hace seg&n el
m"todo convencional.

16.6.3. Difusi•n en discos

Es un m"todo &til para conocer la sensibili-
dad a la anfotericina B y a los nuevos antif&ngicos,
como las equinocandinas, de Aspergillusspp. y
otros hongos filamentosos [2,20,21]. En la actuali-
dad, hay pocos estudios con este m"todo, si bien con
caspofungina y anfotericina B se ha obtenido mejor
correlaci•n con los datos in vivo que con el m"todo
M38-A [2]. Con voriconazol, los pocos datos publi-
cados de correlaci•n del m"todo de difusi•n con
discos con el documento CLSI M38-A, con
Aspergillusspp. han sido buenos, usando el medio
de cultivo y los criterios del documento M44-A [14]
para las levaduras, todas las cepas mostraron halos
de inhibici•n >18 mm, correspondi"ndose con cepas
con valores de CMI < 0,25 'g/ml por el m"todo de
referencia [22]. Son necesarios m!s estudios con
cepas con altos valores de CMI a estos antif&ngicos
y que correlacionen esto datos con los resultados in
vivo.

16.6.4. Etest!

Este m"todo es muy &til para la determina-
ci•n de la sensibilidad in vitro de hongos filamento-
sos a los antif&ngicos, ya que, al contrario de lo que
ocurre en las levaduras, las elipses de inhibici•n son
n#tidas y m!s f!ciles de interpretar para los azoles y
anfotericina B (Figura 16.8), pero no ocurre lo
mismo con las equinocandinas (Figura 16.9).
La correlaci•n con el m"todo M38- A es superior al
88% para anfotericina B y voriconazol y alrededor
del 70% para itraconazol, cuando la lectura se hace
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Figura 16.9. Placa de Etest inoculada con Aspergillus
spp, observaci—n del doble halo en la tira de caspo-
fungina.

Unos consejos...

A la vista de los resultados publicados con los mŽtodos alternativos al NCCLS, el mŽtodo m‡s œtil para la rutina de
un laboratorio de Microbiolog’a Cl’nica ser’a:

En levaduras :

· Para la mayor’a de los antifœngicos: el mŽtodo colorimŽtrico Sensititre YeastOne.

· Para la anfotericina B: el mŽtodo Etest, utilizando el medio RPMI con 2% de glucosa — el medio MHA con azul de
metileno + glucosa.

En los hongos filamentosos hace falta realizar m‡s estudios, sobre todo de correlaci—n in vitro-in vivo, pero parece
que por los datos publicados hasta la fecha tanto el mŽtodo colorimŽtrico Sensititre YeastOne como el E test podr’an
ser una buena alternativa, e incluso el mŽtodo de difusi—n, Žste œltimo especialmente para las equinocandinas.

Figura 16.8. Placa de Etest inoculada con
A. fumigatus. Lectura de la CMI a las 24 h (flecha).
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