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Desde la aparición de cepas de Candida albicans y de especies relacionadas
resistentes a la 5 fluorocitosina y los azoles, se ha hecho evidente la necesidad
de disponer de métodos que permitan conocer la sensibilidad in vitro de manera
fiable y accesibles a la mayoría de los laboratorios clínicos de micología. El desa-
rrollo de un nuevo método de difusión en medio sólido de un gradiente continuo
de antifúngico es la base del E-test que ya ha sido aplicado anteriormente como
antibiograma en bacteriología. En el presente trabajo se ha analizado la sensibili-
dad in vitro de 40 cepas pertenecientes al género Candida y 10 de Hansenula
anomala determinando las Concentraciones inhibitorias mínimas (CIM) con el E-
test y con el micrométodo de referencia en medio líquido estandarizado según las
recomendaciones del NCCLS y utilizando cepas de referencia como control de
calidad. En este estudio se ha comprobado que la concordancia (diferencia en los
valores de la CIM de mas menos una dilución) entre el micrométodo de referencia
y el E-test es elevada pero variable dependiendo del antifúngico y la especie de
levadura considerada. En un número importante de cepas las CIM del E-test
resultaron inferiores a las proporcionadas por el micrométodo de dilución en
medio líquido.
Las CIM de C. albicans y Torulopsis glabrata resultaron iguales o inferiores a 0,50
µg/ml para la anfotericina B. Dos cepas de C. albicans y otras dos de H. anomala
presentaron CIM iguales o superiores a 8 µg/ml para la 5 fluorocitosina. 
Todas las cepas de T. glabrata y el 40% de C. albicans mostraron las CIM iguales
o superiores a 16 µg/ml para el fluconazol. Las CMI fueron inferiores para los
otros dos azoles estudiados. Los resultados obtenidos demuestran que global-
mente existe una buena concordancia entre el E-test y el micrométodo de dilución
recomendado por el NCCLS sugiriendo que por su facilidad de ejecución y simpli-
cidad el E-test puede ser empleado por los laboratorios clínicos de rutina en el
estudio de la sensibilidad a los antifúngicos.

Antifúngicos, Sensibilidad in vitro, Resistencias, E-test, Micrométodo en medio
líquido

Minimal inhibitory concentrations of Candida species
to five antifungals by using the reference dilution
micromethod and the E-test
It is accepted that the frequency of candidosis has increased during the last deca-
de, specially in hospitalized patients. The more frequent use of azole antifungals
and the recognition of isolates of Candida sp resistant to these and other drugs
such as 5-fluorocytosine constitute a great need for a reproducible and useful C.
albicans in vitro susceptibility testing method for monitoring antifungal therapy in
clinical mycological laboratories. The E-test is a novel agar diffussion technique
for testing the susceptibility of yeasts against a defined continous gradient of drug
and could be used by most clinical laboratories. In this study the E-test and the
NCCLS reference microbroth method (M27-P guidelines) were used to determine
the MICs of amphotericin B, 5-flucytosine, itraconazole, fluconazole and ketoco-
nazole for 50 clinical isolates of Candida albicans, Torulopsis glabrata, C. tropica-
lis and Hansenula anomala and five reference ATCC strains. The main purpose of
the study was to compare the results obtained by the two methods.
In general good agreement (+/- 1 dilution) was otained between both methods,
despite differences observed for some species-antifungal combinations in which
the MICs were lower by the E-test than by the microbroth method. MICs for
C. albicans and T. glabrata to amphotericin B were < 0.50 µg/mL. Two isolates of
C. albicans and two others of H. anomala, showed MIC < 8 µg/mL for 5- flucytosi-
ne. All isolates of T. glabrata and 40% of C. albicans showed MICs >16 µg/mL for
fluconazole. The results of this study indicate that E-test is an alternative for sus-
ceptibility testing to the NCCLS reference method. Because its simplicity it seems
to be an easier test for routine clinical laboratories.

Antifungals, In vitro susceptibility, Yeasts, E-test, Broth micromethod
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Hasta la introducción de los nuevos triazoles en la
década de los 1990 y su amplio uso tanto para el trata-
miento de las micosis superficiales como el de las sistémi-
cas, no se consideraba imprescindible el disponer de
métodos de estudio de la sensibilidad in vitro a los anti-
fúngicos. En efecto, solamente se conocían algunos pocos
casos de resistencia in vitro al ketoconazol en enfermos
de candidosis granulomatosa crónica tratados durante lar-
gos periodos de tiempo [1,2]. Sin embargo a partir de que
el fluconazol y, en menor proporción, el itraconazol se
empezaron a administrar particularmente en candidosis
orofaríngea, esofágica y vaginal en enfermos infectados
por el VIH se empezaron a producir dos fenómenos cuya
repercusión clínica todavía es objeto de controversia. Por
una parte se detectó un número creciente de especies de
levaduras que demuestran ser "intrínsecamente" o "natu-
ralmente" resistentes in vitro al fluconazol y muchas de
ellas también al itraconazol, entre las cuales Candida kru-
sei y la mayoría de cepas de Torulopsis (Candida) glabra-
ta son las mas importantes [3,4]. El segundo fenómeno es
la aparición de cepas de Candida albicans que muestran
unas concentraciones inhibitorias mínimas (CIM) al flu-
conazol superiores a los 8 µg/ml, valor considerado como
equivalente a resistencia. La mayoría de estas cepas pare-
cen haber adquirido esta resistencia después de un tiempo
largo de administración oral de fluconazol sea de forma
continuada, intermitente o bien como profilaxis de infec-
ciones fúngicas oportunistas [5-7]. El problema real es
que en muchos casos esta resistencia in vitro se acompaña
de una pérdida de respuesta terapéutica al tratamiento, lo
que crea una comprensible alarma entre los médicos que
administran estos fármacos [8].

Si bien no necesariamente una resistencia in vitro
se acompaña siempre de una falta de respuesta al trata-
miento, se considera importante conocer en primer lugar
cual o cuales son las especies de Candidaque infectan al
paciente VIH+ y si las cepas aisladas son sensibles in
vitro a los antifúngicos a administrar. 

Aunque las resistencias a la anfotericina B son
poco frecuentes y parecen limitarse a algunas especies
como Candida lipolitica y a unas escasas cepas de otras
levaduras, por el hecho de que tanto en su forma conven-
cional como en las nuevas formulaciones asociada a lípi-
dos, sigue siendo el antifúngico patrón y de referencia
para el tratamiento de las micosis sistémicas graves [9] se
considera de interés estudiar y controlar la evolución de la
sensibilidad in vitro ya que en este caso, al igual que con
la 5-fluorocitosina [10] existe una buena correlación con
la respuesta terapéutica.

Los laboratorios clínicos de diagnóstico suelen no
disponer de experiencia y menos aún de tiempo y perso-
nal para seguir la bibliografía especializada en el tema,
poner a punto y aplicar, de forma rutinaria, los métodos
recomendados para estudiar la sensibilidad a los antifún-
gicos, métodos que son artesanales y relativamente com-
plejos para la disponibilidad de estos laboratorios. Por
estos motivos es de particular interés la comercialización
de pruebas de sensibilidad bien estandarizadas y reprodu-
cibles que tengan una buena correlación con las propues-
tas por los expertos en el tema. La aplicación del sistema
E-test al estudio de la sensibilidad a cinco antifúngicos de
administración sistémica, constituye una interesante apor-
tación que para su validación final debe pasar por estudios
comparativos independientes que determinen hasta que
punto puede ser una técnica eficaz que ofrezca una res-
puesta a los problemas mencionados; éste es el objetivo
de este estudio.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cepas. Un total de 40 cepas de tres especies del
género Candidatodas ellas obtenidas de cultivos de can-
didosis orofaríngeas de enfermos infectados por el VIH
fueron seleccionadas para este estudio. Éstas se distribu-
yeron en 25 cepas de C. albicans, 13 de Torulopsis gla-
brata y dos de Candida tropicalis. Todas fueron
identificadas mediante sus características morfológicas y
sus propiedades de asimilación de azúcares utilizando el
sistema Auxocolor (Sanofi, París). Otras 10 cepas de la
especie Hansenula anomala(anamorfo de Candida pelli-
culosa) aisladas de hemocultivos de pacientes leucémicos
en un hospital pediátrico de Buenos Aires también fueron
incluidas en el estudio. Estas cepas fueron identificadas
por la observación de ascosporas y la asimilación de azú-
cares [11]

Se incluyeron cinco cepas de referencia de sensibi-
lidad conocida como control de calidad; estas cepas fue-
ron C. albicans (ATCC 90028), T. glabrata (ATCC
90030), Candida pseudotropicalis(ATCC 28838)
Candida tropicalis(UPV 1096) y Candida krusei(ATCC
6258).

Antifúngicos. Se ensayaron cinco antifúngicos:
anfotericina B, 5-fluorocitosina, ketoconazol, itraconazol
y fluconazol. Estos antifúngicos fueron proporcionados
directamente por los laboratorios productores en forma de
polvo que fue diluido convenientemente utilizando
DMSO, etanol o solución salina, según el caso.

Los mismos antifúngicos están disponibles en
forma de tiras de plástico no poroso de 5 mm de ancho y
50 mm de largo presentando en una de sus caras una esca-
la numérica que expresa la concentración en µg/ml del
antifúngico que se encuentra distribuido en un gradiente
continuo y exponencial en la cara opuesta. (E-test, AB
Biodisk, Suecia). El rango de concentración es de: 0,02-
32 µg/ml para la anfotericina B, 5-fluorocitosina, ketoco-
nazol e itraconazol y 0,016-256 µg/ml para el fluconazol.
Estas tiras se conservaron a -20°C hasta su uso.

Micrométodo en medio líquido (MML) . Se
empleó la técnica recomendada por el NCCLS [12] utili-
zando microplacas de 96 pocillos, estériles y de fondo
plano. El medio de cultivo utilizado fue el RPMI + 2% de
glucosa. Las concentraciones de los antifúngicos fueron
de 0,03 a 64 µg/ml excepto en el pocillo número 12 que
fue utilizado para el control de crecimiento. Para preparar
los inóculos se emplearon cultivos de 24 h en medio de
agar glucosado de Sabouraud. Varias colonias fueron sus-
pendidas en una solución salina estéril hasta obtener una
densidad equivalente al 0,5 de la escala McFarland ajus-
tándose a continuación a 104 UFC/ml por lectura en un
espectofotómetro a 530 nm. La inoculación se efectuó con
100 µl de la suspensión de 104. Las placas se incubaron a
37°C y las lecturas se hicieron a las 24 y 48 h en un
espectofotómetro a 492 nm para los azoles y 5-fluorocito-
sina y a 610 nm para la anfotericina B. Las CIMs se deter-
minaron como el 80% de crecimiento en relación al
pocillo control. Todas las pruebas se efectuaron por dupli-
cado.

E-test. Se siguieron estrictamente las indicaciones
proporcionadas por los fabricantes (AB Biodisk). El
medio utilizado fue el agar RPMI + 2% de glucosa, en
tampón fosfato pH 7, que se dispuso en placas de Petri de
90 mm de diámetro.

El inóculo se ajustó a la escala 0,5 de McFarland
con control en un espectofotómetro a 530 nm y se distri-
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buyó uniformemente sobre la superficie del medio utili-
zando un escobillón estéril. Una vez estuvo el medio seco
se colocaron dos tiras por placa y se incubaron a 35°C
durante 48 h realizando las lecturas de los halos a las 24 y
48 h. 

El punto final fue la concentración en la cual la
elipse de inhibición interceptaba la escala del antifúngico
en la tira correspondiente. Estas pruebas también fueron
realizadas por duplicado.

En el estudio comparativo entre los resultados
obtenidos por las dos pruebas se consideró que había con-
cordancia si las diferencias entre las CIMs proporcionadas
por el E-test y las del micrométodo no diferían en mas de
una dilución.

RESULTADOS

Las CIM determinadas para las cinco cepas de
referencia mostraron valores dentro de los rangos previs-
tos (Tabla 1). La reproducibilidad de ambas técnicas
resultó adecuada.

Para la anfotericina B, el rango de CIM de C. albi-
cansse situó entre 0,5 y <0,06 µg/ml. En el 80% de las
cepas estuvo entre 0,125 y 0,25 µg/ml. Para T. glabratase
situó entre 0,125 y 0,50 µg/ml y para H. anomalaresulta-
ron inferiores o iguales a 0,25 µg/ml. Las dos cepas de C.
tropicalis mostraron unas CIM inferiores a 0,06 µg/ml
con el E test y de 0,25 y 0,50 µg/ml con el MML

Con la 5-fluorocitosina el 96% de las cepas de
C. albicanstuvieron una CIM entre 0,50 y <0,06 µg/ml.
T. glabrata presentó unas CIM muy bajas de 0,125 a
<0,06 µg/ml al igual que ocho de las 10 cepas de H. ano-
mala las dos restantes presentaron CIM superiores a los 8
µg/ml.

En el caso de los azoles, las sensibilidades resulta-
ron variables. Con el fluconazol el 40% de las cepas de C.
albicanspresentaron CIM iguales o superiores a 16
µg/ml. En el caso de T. glabrata, el 100% de las cepas
con el MML y el 92% con el E-test también presentaron
CMI iguales o superiores a los 16 µg/ml.

Para el itraconazol, el 30% de las cepas de C. albi-
cansmostraron CIM con ambos métodos de dos o mas
µg/ml al igual que el 92% de las cepas de T. glabrata.
Todas las cepas de H. anomalapresentaron CMI entre
0,125 y 1,0 µg/ml para este triazol.

Con el ketoconazol C. albicanssolamente presentó
el 15% de las cepas con valores de CIM iguales o superio-
res a los 2 µg/ml. T. glabratamostró el 51% de las cepas
con CIM iguales a superiores a los 2 µg/ml con el MML y
solamente el 8% con el E-test. Ninguna de las cepas de
H. anomala alcanzó CIM superiores a 0,50 µg/ml. Las
dos cepas de C. tropicalispresentaron CIM < 0,06 µg/ml

La concordancia entre el micrométodo en medio

líquido (MML) y el E-test resultó variable en función de
la especie de levadura y del antifúngico estudiados
(Figura 1). C. albicansmostró la concordancia máxima
del 90% con el fluconazol, seguida del 85% para la 5-
fluorocitosina, 80% para anfotericina B e itraconazol y
del 75% para el ketoconazol.

Con T. glabrata
la mayor concordancia
se obtuvo con la anfote-
ricina B e itraconazol
(91%), resultando infe-
riores para el fluconazol
(66%), 5-fluorocitosina
(50%) y ketoconazol
(41%). Las discordan-
cias fueron debidas a
que las CIM resultaron
inferiores con el E-test
(95% de las cepas con
CIM < 0,06 µg/ml) que
con el MML.

Las dos cepas de
C. tropicalisestudiadas presentaron CIM menores con el
E-test que con el MML para la 5-fluorocitosina y la anfo-
tericina B.

En la concordancia de ambas pruebas fue máxima
para la anfotericina B (80%), itraconazol y 5-fluorocitosi-
na (75%); dos cepas presentaron CIM superior a los 8
µg/ml para este último antifúngico.

DISCUSIÓN

Los métodos de estudio de la sensibilidad in vitro
que actualmente se consideran de referencia son los reco-
mendados por el NCCLS en su documento M-27P [12] y
posteriores modificaciones [13] que se basan en la dilu-
ción en medio liquido en tubo (macrométodo) o micropla-
ca (micrométodo). Aunque el método de difusión en agar
ha sido considerado por algunos investigadores [14] como
una prueba que promete dar resultados consistentes y, con
los datos de que se dispone, parece que globalmente pro-
ducen una elevada concordancia, de hasta el 90% [15,16];
es necesario disponer de suficiente experiencia a través de
estudios comparativos desarrollados por laboratorios
independientes.

En 1995, Colombo et al. [17] comparando el E test
con el macrométodo recomendado por el NCCLS [12] en
un número elevado de cepas de levaduras que incluía a
Cryptococcus neoformansy tres especies de Candida, lle-
garon a la conclusión, similar a la obtenida en este estu-
dio, de que en general la concordancia era buena, aunque
existen diferencias en los resultados, dependiendo de la
combinación especie-antifúngico. Estos autores sin

Tabla 1 . Resultados de las concentraciones inhibitorias mínimas a anfotericina B (AB), 5-fluorocitosina (FC),
itraconazol (IT), fluconazol (FN) y ketoconazol (KZ) en cinco cepas de referencia utilizando el micrométodo en medio líqui-
do (ML) y el E-test (ET).
_________________________________________________________________________________________________

Cepa ATCC AB FC IT FN KZ

ML ET ML ET ML ET ML ET ML ET
_________________________________________________________________________________________________

C. albicans 90028 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,47 32 2 0,25 0,12

T. glabrata 90030 0,5 0,125 0,125 0,08 1,00 4,0 32 24 1,0 0,5

C. pseudotropicalis 28838 0,125 0,250 0,125 0,047 0,03 0,09 0,25 1,0 0,003 0,003

C. krusei 6258 0,5 0,250 0,125 0,64 0,25 0,38 256 256 0,5 0,38

C. tropicalis 1096 0,5 0,250 0,125 0,125 0,25 0,125 0,125 4,0 0,5 0,32
_________________________________________________________________________________________________

Figura 1. Concordancia entre los resultados obtenidos con el E-test y las
CIM en micrométodo en medio líquido en 40 cepas de levaduras.
AMB: anfotericina B; 5FC: 5-fluorocitosina; KNZ: ketoconazol; ITZ: itraco-
nazol; FNZ: fluconazol.
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embargo solamente estudiaron los tres azoles, sin conside-
rar la anfotericina B y la 5-fluorocitosina, que posible-
mente sean los que ofrecen una mayor concordancia de
resultados.

La aportación del E-test como método comercial
estandarizado que proporciona datos cuantitativos de
CIM, puede ser determinante para el desarrollo y aplica-
ción de las pruebas de sensibilidad in vitro a los principa-
les antifúngicos sistémicos, especialmente en un momento
en que la aparición de resistencias aconseja la realización
de estos estudios de forma extensiva para conocer la reali-
dad de cada centro y área geográfica, que posiblemente se
relacionen con la política antibiótica hospitalaria, ya que
un número muy elevado de resistencias están apareciendo
en enfermos hospitalizados y la infección nosocomial por
C. albicans y otras especies parece ir en aumento [18].
Ello también es de importancia en los enfermos infectados
por el VIH quienes presentan elevados niveles de resisten-
cia al fluconazol especialmente cuando se trata de T. gla-
brata.

Además de constituir un método novedoso y origi-
nal de eficacia demostrada en bacteriología [19] el E-test
es de rápida ejecución y de lectura fácil, siempre que se
tenga cierta experiencia en leer los halos y puntos de
intersección de la elipse, especialmente cuando ésta no es
simétrica o suficientemente clara.

Los resultados de nuestro estudio demuestran que
el grado de concordancia con el micrométodo de dilución
en medio líquido es variable y depende en gran medida
del antifúngico estudiado así como de la especie de hongo
analizada y que en este estudio solamente se han incluido
cuatro diferentes especies, aunque una de ellas ha sido
muy poco estudiada hasta ahora.

La incorporación de las cepas de referencia asegu-
ra un adecuado control de calidad y deben ser incluidas
siempre que se efectúen este tipo de estudio para validar
los resultados.

Otras variables a tener en cuenta para el desarrollo
futuro del E-test como la posibilidad de utilizar medios de
cultivo alternativos al RPMI como el Casitone u otros, y
su aplicación a otras especies fúngicas, especialmente las
de hongos miceliares, constituyen un objetivo de estudio
para determinar la real utilidad de este método.
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