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Otros m!todos para el estudio de la sensibilidad a

los antif#ngicos
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16.1. Fundamento

Fundamento

Se basa en el metodo de microdiluci#n del

A pesar de existir documentos que estandari- documento M27-A2 del CLSI al que se le ha adicio-

zan los metodos de estudio de sensibilidaditro nado un indicador de crecimiento de oxido-reduc-
de los hongos a diferentes agentes antif'ngicos, ci#n (azul Alamar). Tiene la ventaja de que la
estos no subsanan del todo las necesidades de ldectura es m$s objetiva, ya que los pocillos cea cr

rutina de los laboratorios de Microbiolog"a cl"nica

En lo que respecta a las levadur@ar{dida
spp. yCryptococcus neoformajsel documento
M27-A3 (Cap"tulo 15a) se acepta como el metodo
de referencia para los estudios de sensibilidad
vitro a diferentes antifingicos, pero tiene una serie
de limitaciones:

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!
nuestra experiencia y la de otros autores [2-5], el

metodo muestra una buena correlaci#n (70-100&)
1. No es un metodo adecuado para detectar la resis-con el metodo de referencia (M27-A2), as" como
tencia a anfotericina B, por ello se debe seguir una buena reproducibilidad [5], por ello la Food an
buscando un metodo que discrimine mejor estas Drug Administration de Estados Unidos (FDA) ha
resistencias. aceptado este metodo como buena alternativa al
2. El medio RPMI 1640 presenta problemas para el metodo de referencia, para estudios de sensibilidad
crecimiento deC. neoformangor lo que se ha in vitro de Candidaspp, a fluconazol, itraconazol y
propuesto el medio yeast nitrogen base (YNB) 5- fluorocitosina [5]. Un estudio de 2005 ha demos-
[1] para la determinaci#n de la CMI de los anti- trado tambien una muy buena correlaci#n (> 90&) y
fingicos para esta levadura. reproducibilidad con el metodo de referencia para
los nuevos antifingicos (voriconazol, posaconazol,
Aunque el metodo M27-A3 se considera el ravuconazol y caspofungina) y capaz de detectar las
metodo de referencia, no es el m$s adecuado paracepas con sensibillidad disminuida a caspofungina
todos los hongos ni para ser utilizado de rutina en [6]. EI metodo no es 'til para la detecci#n de cepa
los laboratorios de Microbiolog“a cl'nica [2,3].rPo resistentes a anfotericina B, probablemente por la
ello, se siguen evaluando metodos alternativoshl d utilizaci#n del medio I"quido RPMI 1640 [1-3]. Se
CLSI; entre los comercializados, se dispone taato d considera una alternativa que podr“a introduciese d
metodos colorimetricos como no colorimetricos. rutina en el laboratorio de microbiolog"a cl"nica
para los estudios de sensibilidadvitro de las leva-
duras, aunque hay que tener en cuenta que la corre-
laci#n de este metodo con el de referencia es menor
para las asociaci#nes de fluconazol €ortropicalis
y C. glabrata ParaCryptococcus neoformanste
metodo presenta baja correlaci#n (70&) y proble-
mas de crecimiento de algunas cepas [7].

16.2. M!todos colorim!tricos

Son metodos basados en el M27-A2 [1] que
incorporan un indicador redox en el medio de culti-
vo que cambia de color cuando existe crecimiento
fingico en el pocillo, facilitando la lectura visua
del mismo.

Material

Placas microtiter de 96 pocillos con el azul
Alamar incorporado con concentraciones dobles
seriadas de antiflngicos deshidratados: anfoteai@in
(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

Es un metodo cuantitativo comercializado hay seis filas ocupadas de las ocho filas de lzapla
por Sensititre Alamar Yeast One (Westlake, EE.UU.)

y suministrado en Espa%a por Izasa S.A.

16.2.1. Sensititre YeastOne"
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Medio de cultivo

RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato
c"Icico 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-
pargdo 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 dé 1mm en Sabouraud Dextrosa
Agar (SDA), de 24 h de crecimiento paandida
spp. y de 48 h para.@eoformansResuspender
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 (1-5¥10FC/ml). Inocular
20 'l de esta suspensi&n en el tubo con 11 ml
de medio de cultivo (diluci&n de trabajo:
1,5+8x10UFC/mI).

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.

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

Incubaci!n

Los paneles se sellan con papel autoadhesivo
y se incuban en aerobiosis (nunca en atmé&sfera de
CQO) a 35 *C, durante 24-48 h patandidaspp. y
48-72 h pareC. neoformansAlgunas cepas de

los antif#ngicos

priigiten.

Figura 16.1. Panel Sensititre Yeast One a las 24 h de incubaci—n.
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Cepas Control de Calidad
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Para asegurar la validez de los resultados, e
cada lote debe utilizarse las cepas de contro&lite ¢
dad recomendadas por el documento M27-A2 del;
CLSI: C. parapsilosisATCC 22019 yC. krusei

Del mismo tubo de RPMI con el que se ino- ATCC 6258 (Cap!'tulo 15).
culan los paneles se siembran 10 'l en una placa de
SDAy se incuba a 35 *C. A las 24®@andidaspp.)

& 48 h C. neoformansse cuenta el n+mero de UFC
(deben crecer entre 15-80 colonias).

C. neoformanso crecen en este medio.

8-9//8-TT9-78-8L

Control del in!culo

Atenciln:

Lectura En la lectura de la CMI no debe tenerse en cuenta

la turbidez de los pocillos.

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

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

Se considera un sistema alternativo vilido, apro-
bado por la FDA (USA), para el estudio de sensibi-
lidad Oin vitroO de cepas deCandida spp. a
itraconazol, fluconazol y voriconazol.

Segeen los datos publicados hasta la fecha, parece
un buen mZtodo para el estudio de sensibilidad Oin
vitroO deCandida spp. a los nuevos antifeengicos
ravuconazol, posaconazol y equinocandinas.

Antes de proceder a la lectura hay goe-
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 d
incubaci&n par&andidaspp. y a las 48 h para
C. neoformansSin embargo, la CMI de la anfoteri-
cina B debe leerse a las 48 h de incubaci&n parg
Candidaspp. y a las 72 h par@. 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 azolesya
5-fluorocitosina no hay siempre un paso de rosa a
azul, sino que puede aparecer un color intermedio
p+rpura (debido al efectwailing); en este caso la
CMI es la concentraci&n del primer pocillo p+rpura

(Figuras 16.1y 16.2)
Pfircy
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16.2.2. Fungiteste Rehidrataci!n del panel

Cada pocillo se inocula con 100 $I de la sus-

. . . ensien de RPMI conteniendo el ineculo y se sellan
Es otro metodo colorimetrico fabricado por Esls placas. y

Sanofi Diagnostic Pasteur (Paris, Francia) y comer-
cializado en Espa€a por Bio-Rad. Diversos estudios
publicados en la literatura han demostrado buena
correlacien con el metodo de microdilucien del Los paneles se incuban a 35 &C durante 48 h
CLSI (M27-A2) (86-100%) con distintas especies paraCandidaspp. y 72 h par&. neoformans.
deCandida[8]. El crecimiento se aprecia por un cambio del color

azul (ausencia de crecimiento) a rosa (crecimiento)

Fundamento (Figura 16.3)

Incubaci!n

Est! basado en el metodo de microdilucien
del CLSI, incluye 6 antif'ngicos cada uno de eldos
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 coresol
de esterilidad.

Medio de cultivo

El medio utilizado es tambien RPMI 1640
tamponado y suplementado con glucosa. El medio
contiene un indicador de oxido-reduccien que cam- Figura 16.3. Galera de Fungitest.
bia su color de azul (ausencia de crecimientoka ro
(crecimiento).

Preparaciln del in!culo Interpretaciln de la lectura

A partir de dos colonias de levaduras, en un - Ausencia de crecimiento en los dos pocillos:
cultivo de 24 h en SDA, se realiza una suspensien  Sensible.
en 3 ml de agua destilada para obtener una turbidez- Crecimiento en ambos pocillos: Resistente.
equivalente al 1 de McFarland. A partir de ella, se - Crecimiento en el pocillo de menor concentra-
hace una dilucien 1/20 (diluyendo 100 $l de esta cien: Intermedio.
suspensien en 1,9 ml de agua destilada esteril).

20 $l de esta suspensien se vuelven a diluir en 3 ml Cepas Control de Calidad
de RPMI para obtener un ineculo final de
1x10 UEC/m. Las recomendadas por el documento M27-A

del CLSI (Cap#tulo 15).

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 lascepas resistentes [2,8].

Es un mZtodo ftcil y c—modo pero, para ser utilizado derutina, se tendr'an que revisar las concentraciones crticas
en relaci—n con la normativa del CLSI.
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