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INTRODUCCION. El aumento del nimero de infecciones
fangicas, asi como la aparicion de resistencias

a los diversos antifungicos, ha puesto de manifiesto

la necesidad de realizar estudios de sensibilidad in vitro
que sean Utiles para predecir la evolucion clinica

de los pacientes con este tipo de infecciones.

MEeTopos. Se estudia la sensibilidad a fluconazol

de 156 aislamientos clinicos de levaduras (109, Candida
albicans; 19, C. parapsilosis; 12, C. glabrata; 11,

C. tropicalis; 2, C. krusei; 1, C. pelliculosa; 1, C. lambica, y 1,
Saccharomyces cerevisiae) y 2 cepas control (C. krusei
ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019) usando

un método simple de cribado, CHROMAgar Candida

con fluconazol (8 pg/ml), y se compara con dos métodos
de microdilucién: el método de referencia del National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
(documento M27-A) y Sensititre” YeastOne.

ResuLTADOS. Sensititre” YeastOne muestra buena
correlacion con el método de referencia (M27-A

del NCCLS) para todas las especies del género Candida.
La tasa de concordancia para CHROMAgar Candida

con fluconazol (8 pg/ml) (CHROM-FZ) y los dos métodos
de microdilucién es buena para aislamientos sensibles

0 muy resistentes al fluconazol como C. krusei

y C. glabrata, pero no asi para las cepas con sensibilidad
dependiente de la dosis.

ConNcLusION. El método de cribado, CHROMAgar Candida
con fluconazol (8 pg/ml), es un método rapido, simple y
sensible para la deteccién e identificacion de levaduras
sensibles o muy resistentes al fluconazol. Sin embargo, se
requiere el empleo de métodos adicionales para
determinar si el crecimiento en este medio es debido a que
la cepa es resistente a fluconazol (concentracion inhibitoria
minima [CIM] = 64 ng/ml) o se trata de una cepa con
sensibilidad dependiente de la dosis (CIM entre

16-32 pg/ml). La utilidad del medio CHROMAgar Candida
con fluconazol depende de la procedencia de la muestra 'y
de la especie estudiada.
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CHROMAgar Candida with fluconazole: comparison
with microdilution techniques

INTRODUCTION. The increasing incidence of fungal infections
and the reported emergence of resistance to antifungal
agents call for the development of techniques for in vitro
measurement of antifungal susceptibility that will enable
prediction of clinical outcome in patients suffering from
these infections.

METHODS. Susceptibility to fluconazole was tested

in 156 clinical yeast isolates (109, Candida albicans; 19,

C. parapsilosis; 12, C. glabrata; 11, C. tropicalis; 2, C. krusei;
1, C. pelliculosa; 1, C. lambica, and 1, Saccharomyces
cerevisiae) and two control strains (C. krusei ATCC

6258 and C. parapsilosis ATCC 22019) using a simple
screening method, CHROMAgar Candida with fluconazole
(8 pg/ml). This method was compared with two broth
microdilution techniques: the reference method (NCCLS,
document M27-A) and Sensititre” YeastOne.

ResuLTs. Sensititre” YeastOne showed close agreement
with NCCLS M27-A results for all species (C. albicans

and non albicans). CHROMAgar Candida with fluconazole
(8 mg/ml) yielded results matching those of the two broth
microdilution methods for sensitive strains and strains
highly resistant to fluconazole (C. krusei and C. glabrata),
but performed less well with strains displaying
dose-dependent susceptibility.

ConcLusioN. These data suggest that CHROMAgar Candida
with fluconazole (8 pg/ml), appears to be a rapid, simple
and sensitive screening method for detection and
identification of fluconazole-susceptible and -highly
resistant yeasts. However, additional methods should

be used to determine whether positive growth in

this medium is due to resistant strains (MIC = 64 pg/ml)
or to strains displaying dose-dependent susceptibility (MIC
16-32 pg/ml). The usefulness of CHROMAgar Candida with
fluconazole depends on the sample source and the species
under study.

Key words: CHROMAgar Candida with fluconazole. Yeasts.
Fluconazole.

Introduccion

En las ultimas décadas, el aumento de las infecciones
flngicas oportunistas junto con la aparicién de resistencias
a los diversos antifungicos disponibles, hacen necesario
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utilizar técnicas para determinar la sensibilidad in vitro
gue posibiliten la correlacién de los datos obtenidos en el
laboratorio con la evolucion clinica de los pacientes?.
Muchos de los hongos emergentes presentan resistencia
intrinseca a los antifingicos clasicos. Simultdneamente
aparecen resistencias in vitro secundarias, como la
resistencia a fluconazol de Candida albicans en pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) con candidiasis orofaringea?. ElI amplio uso de
fluconazol en el tratamiento y prevencion de infecciones
por levaduras también ha incrementado la deteccion de
cepas con menor sensibilidad®. Todo ello hace necesario
disponer de un método rapido para detectar la sensibilidad
a fluconazol.

Un avance importante en la identificacion de los hongos le-
vaduriformes son los medios diferenciales que permiten la
identificacion de los aislados por el color y la morfologia de
las colonias. Los medios cromogénicos, como el CHROMAgar
Candida son los mas utilizados. Cuando se utilizan como
medios de aislamiento primario puede realizarse la identifi-
cacion de algunas especies de Candida como C. albicans,
C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis, en 24-48 h*t basandose
en el color de las colonias crecidas en el medio; la morfologia
y coloracion de las colonias también orienta la identificacion
de otros organismos levaduriformes del género Cryptococ-
cus, Trichosporun, Geotrichum y Saccharomyces. CHROM-
Agar Candida, al mismo tiempo, facilita la diferenciacion de
algunos de los organismos similares a levaduras importan-
tes en la practica clinica como es el género Prototheca’.

El objetivo de este trabajo es determinar la sensibilidad
de aislados levaduriformes (obtenidos de muestras
clinicas del Hospital Universitario Reina Sofia de
Cérdoba) a fluconazol, utilizando un método de cribado,
CHROMAgar Candida mas fluconazol (CHROM-FZ), que
permite detectar levaduras con sensibilidad disminuida
al fluconazol. Los resultados obtenidos con el medio
evaluado se han comparado con dos métodos de
microdilucion, un método comercializado
Sensititre®/Alamar YeastOne y el método de referencia
del National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) (documento M27-A).

Métodos

Recogida e identificacion de cepas

Se estudian un total de 156 aislamientos clinicos que incluyen: 109,
C. albicans; 19, C. parapsilosis; 12, C. glabrata; 11, C. tropicalis; 2, C.
krusei; 1, C. pelliculosa; 1, C. lambica; 1, Saccharomyces cerevisiae,
procedentes de distintos origenes: 49, esputos; 33, exudados faringeos;
28, hemocultivos; 26, abscesos; 10, exudados vaginales; 10, orina.

La identificacion de las cepas aisladas se realiz6 mediante estudio
macroscopico (morfologia colonial, crecimiento en medio
CHROMAgar) y microscépico (morfologia, produccién de tubo
germinal y clamidosporas) y pruebas bioquimicas clasicas®.

Aislamientos fungicos

Todos los aislamientos se conservaron como suspensiones en agua
destilada estéril congelados a —70 °C. hasta la realizacion del estudio.
Antes de las pruebas cada aislamiento se cultivd en CHROMAgar
Candida para asegurar la pureza y el 6ptimo crecimiento®.
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Agentes antifungicos

1. Método NCCLS. EIl polvo valorado de fluconazol fue
suministrado por Pfizer Inc. Central Research Division (Groton,
Conn. EE.UU.). Para la preparacion de las diluciones del antifingico
se siguid el método propuesto por el NCCLS (documento M27-A)%%, El
rango de concentraciones estudiadas de fluconazol fue de 0,125 a
256 wg/ml.

2. Método Sensititre®. Las placas vienen preparadas con cinco
antifangicos, entre ellos fluconazol***2, El rango de dilucién para
fluconazol es de 0,125 a 256 pg/ml.

3. Método CHROM-FZ. Se utiliz6 medio deshidratado preparado
segun las instrucciones del fabricante, adicionando fluconazol para
conseguir concentraciones de 8 pg/ml*. El medio deshidratado
contiene cloranfenicol (0,5 g/l), agar (15 g/l), peptona bacteriolégica
(10,2 g/l) y mezcla cromogénica (22 g/l), después de hervir, de 15 a
30 min, es enfriado a 45 °C en un bafio de agua. La solucién de
fluconazol (2 mg/ml) se afiade al medio a 45 °C, obteniendo una
concentracion final de 8 pg de fluconazol por mililitro de agar. El
medio preparado se conserva en oscuridad entre 4 y 15 °C hasta su
uso®.

Preparacion del in6culo

1. Método NCCLS. Segun lo referido en el documento M27-A del
NCCLS®,

2. Método Sensititre”. Siguiendo las instrucciones del fabricante?®.

3. Medio CHROM-FZ. Las colonias aisladas a partir del cultivo de
muestras clinicas se emulsionan en agua destilada estéril***’; el medio
se inocula con 10 pl de una suspensién equivalente al 0,5 de
McFarland. En paralelo, con la misma suspension, se inocul6é una
placa de CHROMAgar Candida sin fluconazol. Las placas se
incubaron a 30 °C en atmésfera aerobia, y las lecturas se realizaron a
las 24 y 48 h de incubacion.

En funcién de las caracteristicas del crecimiento, se consideraron
sensibles las cepas que desarrollaron colonias visiblemente mas
pequefias (como puntas de alfiler) en el medio con fluconazol respecto
al medio sin fluconazol y las cepas con igual crecimiento en ambos
medios, cepas con sensibilidad disminuida al fluconazol. Los
resultados en este estudio fueron leidos siempre por la misma
persona. Como controles adicionales se emplearon cepas con
sensibilidad conocida para comparar con los aislados testados®¢8.

Controles de calidad
Como control de calidad en los tres métodos se usaron las cepas
C. parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258°.

Resultados

La tabla 1 muestra el rango de concentracion inhibitoria
minima (CIM) (en pg/ml) del fluconazol, obtenido por los
dos métodos de microdilucion: Sensititre” y el método de
referencia (NCCLS, documento M27-A) para las distintas
especies incluidas en el estudio. Las especies mas sensibles
a fluconazol mediante estos dos métodos fueron:
C. parapsilosis con un rango de CIM entre 1-4 pg/ml segin
Sensititre” y 0,125-4 png/ml segin NCCLS; C. pelliculosa,
con una CIM de 2 y 4 ng/ml para Sensititre” y NCCLS,
respectivamente, y C. lambica, con una CIM de 2 pg/ml.
Las mas resistentes a fluconazol, por los dos métodos de
microdilucion, fueron: C. krusei, con un rango de CIM entre
128y > 256 pg/ml segiin Sensititre™ y 64-> 256 pg/ml por el
NCCLS y C. glabrata con una CIM que oscilé desde
32 a > 256 pg/ml por ambos métodos. La CIM de fluco-
nazol para C. albicans tuvo valores mas variables entre
0,125 y > 256 pg/ml, C. tropicalis y Saccharomyces
cerevisiae tuvieron valores de CIM de fluconazol
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TABLA 1. Rango de CIM, CIM,, y CIM,, de fluconazol obtenido por ambos métodos de microdilucion (porcentaje de concordancia

entre Sensititre” y NCCLS)

Rango de CIM, CIM,y CIMy, (en pg/ml)

Porcentaje de concordancia

Especie
Sensititre”

entre Sensititre” y NCCLS

Candida albicans 0,125- > 256,4 = 64

C. parapsilosis 1-4,2,4

C. glabrata 32-> 256, 16, 64
C. tropicalis 1-32,2,8

C. krusei 128- > 256

C. pelliculosa 2

C. lambica 2
Saccharomyces cerevisiae 8

NCCLS
0,125- > 256,4 = 64 96,33
0,125-4, 2,4 100
32- > 256, 8, 64 90
2-64, 2,2 98
64- > 256

4

2

32

CIM: concentracion inhibitoria minima; NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards.

TABLA 2. NUmero de aislamientos con sensibilidad disminuida a fluconazol

CHROMAgar Candida

. mas fluconazol. Lectura:
Especies (n°)

Método de referencia (NCCLS,

it Ox
Sensititre documento M27-A)*

24h 48 h S-DD | R | Total S-DD | R | Total
Candida albicans (109) 41 58 35 20 55 33 23 56
C. parapsilosis (19) 2 4 2 0 2 2 0 2
C. glabrata (12) 10 12 5 7 12 6 6 12
C. tropicalis (11) 2 4 4 0 4 3 1 4
C. krusei (2) 2 2 0 2 2 0 2 2
C. pelliculosa (1) 0 1 0 0 0 0 0 0
C. lambica (1) 1 1 0 0 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae (1) 1 1 0 1 1 1 0 1

*En ambos medios de microdilucion se considerd: SDD: CIM entre 8-32 pg/ml; R: CIM = 64 pg/ml.
S-DD: sensible dependiente de la dosis; R: resistente; NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards.

encuadrados como sensibles o sensibles dependiendo de la
dosis.

La concordancia entre ambos métodos de microdilucion
(en aquellas especies cuyo numero de cepas estudiadas fue
superior a 10) fue mayor o igual al 90%, siendo mayor
para las especies C. tropicalis con una concordancia entre
ambos métodos del 98%, y C. parapsilosis con una
concordancia del 100%. La correlacion entre la CIM,, y
CIMy, por ambos métodos de microdilucién para C.
albicans y C. parapsilosis fue del 100%.

En la tabla 2 se presenta el nimero de aislamientos con
sensibilidad disminuida al fluconazol, segun el
procedimiento empleado.

Para la evaluacion de los resultados se debe tener en
cuenta que el medio CHROM-FZ permite diferenciar
cepas sensibles (CIM < 8 pg/ml) a fluconazol de aquellas
con sensibilidad disminuida al fluconazol
(CIM = 16 ug/ml), mientras que ambos métodos de
microdilucion permiten distinguir, dentro de las cepas con
sensibilidad disminuida, las cepas sensibles dependiendo
de la dosis (CIM, 16-32 pg/ml) y las resistentes
(CIM = 64 pg/ml). Por lo cual al comparar los tres
métodos, se consideran como resistentes el nimero de
cepas sensibles dependiendo de la dosis y las resistentes a
fluconazol.

Comparando en porcentajes la resistencia a fluconazol
mediante el medio CHROM-FZ y los dos métodos de
microdilucién se observa que para el total de cepas
estudiadas (n = 156) en el medio CHROM-FZ se obtienen
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53,20% de cepas con sensibilidad disminuida al fluconazol
0 con una CIM = 16 pg/ml en la lectura a las 48 h;
mientras que con el método Sensititre® y el de referencia
del NCCLS los porcentajes son del 48,71 y 49,35%,
respectivamente.

El 3,85% de las cepas estudiadas (6 cepas) con creci-
miento en el medio CHROM-FZ fueron sensibles con el
método de referencia del NCCLS. Este porcentaje incluye
las especies C. albicans y C. parapsilosis. No se encon-
traron cepas resistentes por el método de referenciay
sensibles en el medio CHROM-FZ. El 53,21% de las ce-
pas de C. albicans mostraron sensibilidad disminuida al
fluconazol en el CHROM-FZ, mientras que en el Sensiti-
tre” y en el método de referencia el porcentaje fue del
50,45y 51,37%, respectivamente. En la especie C. parap-
silosis, un 21,05% de las cepas estudiadas mostraron
sensibilidad disminuida al fluconazol en el medio CH-
ROM-FZ. Este porcentaje fue menor para el Sensititre” y
el NCCLS (10,52%).

Estos resultados demuestran un alto porcentaje de
resistencia al fluconazol, sobre todo de la especie C.
albicans, una especie tradicionalmente sensible a este
azol®.

La mayor concordancia entre los tres procedimientos
empleados se produce para tres especies: C. glabrata,
C. tropicalis y C. krusei. Las 12 cepas estudiadas de C.
glabrata mostraron sensibilidad disminuida al fluconazol
por los tres métodos; de las 11 cepas de C. tropicalis, el
36,36% presentaron sensibilidad disminuida al fluconazol

Enferm Infecc Microbiol Clin 2003;21(9):493-7 495



Linares MJ, et al. CHROMAgar Candida mas fluconazol: comparacién con técnicas de microdilucion

por el CHROM-FZ y los dos métodos de microdilucion y las
2 cepas estudiadas de C. krusei mostraron sensibilidad
disminuida con los tres métodos utilizados.

Discusion

Idealmente, las pruebas de sensibilidad antifungica
deben ser faciles de realizar, con una buena relacién
coste-eficacia y que proporcionen puntos de corte de las
CIM que sean reproducibles y puedan determinarse con
prontitud tras un corto periodo de incubacién®®.

Para obviar los inconvenientes que se presentan con el
uso del método de referencia para levaduras (NCCLS,
documento M27-A) por su laboriosidad, nosotros hemos
determinado la sensibilidad disminuida al fluconazol
mediante un método sensible, pero mas rapido y
econémico, CHROM-FZ. Este medio tuvo una doble
utilidad, tanto en la identificacion como en la deteccién de
la sensibilidad de las cepas a fluconazol. Los patrones de
color de las levaduras observados en el CHROMAgar
Candida también ayudaron en la comparacion del
crecimiento de las colonias en medio con y sin fluconazol,
permitiendo una mayor rapidez en la identificacion de las
cepas resistentes.

En el estudio realizado, el numero de cepas de C.
albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis y C.
pelliculosa que presentaban sensibilidad disminuida a
fluconazol se incrementé en la lectura a las 48 h, respecto
a la de 24 h. Entre las cepas de C. albicans, 17 cepas
mostraron menor crecimiento y/o diferente color (verde mas
claro o blanco) tras 24 h de incubacién comparado con el
observado a las 48 h (verde). De las 4 cepas de C.
parapsilosis que crecieron a las 48 h (color blanco, blanco
rosaceo o rosa crema), una de ellas tuvo menor crecimiento
y una coloracion distinta (blanca que pasaria a rosa
cremosa) a las 24 h. En la especie C. glabrata dos de las
cepas que se mostraron sensibles a las 24 h, crecieron a las
48 h (coloracion violeta, rosa violacea o morada). Igual
ocurrié con C. tropicalis donde, a las 24 h, sélo crecieron
2 cepas, mientras que tras 48 h, se identificaron 4 cepas con
sensibilidad disminuida a fluconazol, dando una coloracion
azul, azul-turquesa o violeta gris. Para C. pelliculosa la
Unica cepa estudiada no tuvo crecimiento a las 24 h pero si
a las 48 h (color rosa-violeta).

En el medio CHROM-FZ la discordancia entre las dos
lecturas, a las 24 y 48 h, puede deberse a la necesidad de
algunas cepas de mayor tiempo de incubacion para
mostrar crecimiento. Las especies C. krusei, C. lambica y
S. cerevisiae mostraron mayor concordancia en la lectura a
las 24 y 48 h, consiguiendo el mismo numero de cepas con
sensibilidad disminuida al fluconazol, aunque este
resultado no se puede considerar significativo por el
escaso humero de cepas estudiadas.

Comparando los tres procedimientos empleados para
determinar la sensibilidad disminuida al fluconazol
(CHROM-FZ y los dos métodos de microdilucion), se
observa que para la mayoria de las especies, sobre todo C.
glabrata, C. tropicalis y C. krusei existe una alta
correlacion entre ellos, siempre que en los métodos de
microdilucion consideremos como sensibilidad disminuida
al fluconazol, tanto aquellas cepas cuyo rango de CIM sea
de sensibilidad dependiente de la dosis (CIM, 16-32 pg/ml)
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como las que presentan una CIM = 64 pg/ml (resistentes).
Esta distincidn no es posible cuando se emplea el medio
CHROM-FZ, por lo cual muchas de las cepas que se
consideran con sensibilidad disminuida en este medio en
realidad son cepas con sensibilidad dependiente de las
dosis. Sin embargo, esto no afectaria a algunas especies
como C. krusei que concuerda perfectamente con los
resultados obtenidos en el CHROM-FZ.

Estos resultados indican que las levaduras aisladas a
partir de muestras clinicas, de las que generalmente se
aislan cepas con sensibilidad dependiente de la dosis de
fluconazol, como esputo o exudados orofaringeos, en
nuestro estudio el 52,56% del total de muestras, el
CHROM-FZ presenta una baja especificidad, ya que s6lo
determina sensibilidad o resistencia, y por tanto, en estos
casos seria necesario aplicar otros métodos como los de
microdilucién expuestos en este trabajo. Sin embargo, en
el estudio de muestras de otras procedencias como
exudados vaginales, hemocultivos, etc., a partir de las que
generalmente se aislan menor nimero de cepas con
sensibilidad dependiente de la dosis, el medio CHROM-FZ
puede representar un método rapido de cribado para
determinar sensibilidad o resistencia al fluconazol.

La utilidad de esta técnica también va a depender de la
especie estudiada; asi, en especies con mayor resistencia
al fluconazol, como C. krusei, se consigue mayor beneficio
con el medio CHROM-FZ.

Se han logrado grandes avances en los métodos
disponibles para probar la sensibilidad antifingica de las
levaduras. Los métodos colorimétricos Sensititre® y
CHROM-FZ evaluados en el presente estudio
proporcionan una mayor rapidez de resultados en
comparacion con los obtenidos por el método de referencia
NCCLS M27-A. Algunos autores piensan que el método
colorimétrico es un método subjetivo para definir la CIM,
gue en ocasiones se basa en un leve cambio de color*?,

Los azoles, desde su introduccién (fluconazol en 1990 e
itraconazol en 1992), se han empleado ampliamente para
el tratamiento de las micosis. El empleo de fluconazol se
ha incrementado como profilaxis primaria, terapéutica
empirica y para profilaxis secundaria. El aumento de la
resistencia a los azoles se ha encontrado
fundamentalmente en pacientes infectados con VIH que
desarrollan con frecuencia candidiasis orofaringeas, pero
también en pacientes no infectados con VIH y en pacientes
no expuestos previamente a antifungicos.

La prevalencia de las infecciones debidas a organismos
levaduriformes resistentes a los azoles se ha estimado
entre 21-32% en pacientes sintomaticos?!; estos datos
concuerdan con nuestros resultados para los métodos de
microdilucién (19,23% en el Sensititre” y 20,51% en el
método de referencia del NCCLS) y menos en el caso del
medio CHROM-FZ (53,20%), ya que éste incluye no sélo
cepas resistentes (CIM = 64 pg/ml), sino también aquellas
sensibles dependiendo de la dosis (CIM entre 16-32 pg/ml).

No hay muchos trabajos publicados acerca de la validez
del medio CHROM-FR para detectar la sensibilidad o
resistencia de las cepas a fluconazol. En un trabajo
publicado por Patterson et al**en 1996 se hace referencia
a la idoneidad del método para diferenciar de forma
rdpida y sensible las cepas sensibles o resistentes al
fluconazol, tomando el valor de 8 pg/ml como el punto de

00



Linares MJ, et al.

CHROMAgar Candida més fluconazol: comparacion con técnicas de microdilucién

corte para sefalar sensibilidad®. Verghese et al*® refieren
la concordancia entre las cepas encontradas resistentes al
fluconazol por el medio del CHROM-FR (con 8 y 16 wg/ml
de fluconazol) y por una técnica de macrodilucion. Canle et
al?? obtienen una gran concordancia entre el método de
CHROMAgar Candida con 8 pg/ml de fluconazol con el
Sensititre” para las especies de C. albicans y de C.
parapsilosis. Existen algunos estudios realizados que
tratan de relacionar el tamafio de las colonias obtenidas
en las placas de CHROM-FZ con la CIM para estas
cepas®.

Por todo ello, en vista de nuestros resultados, pensamos
que el medio CHROMAgar Candida mas 8 pg/ml de
fluconazol puede ser utilizado para determinar
sensibilidad o sensibilidad disminuida al fluconazol,
indicando claramente las cepas sensibles al fluconazol
mediante la ausencia de crecimiento. Sin embargo, para
poder determinar si el crecimiento en el medio representa
realmente una cepa resistente (CIM = 64 pg/ml) o si se
trata de cepas con sensibilidad dependiente de la dosis
(CIM entre 16-32 pg/ml), debe realizarse un estudio
mediante otras técnicas, en laboratorios de micologia
clinica experimentados en técnicas de sensibilidades a
antifingicos. La utilidad del medio CHROM-FZ
dependeré de la procedencia de la muestra y de la especie
estudiada.
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