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RESUMEN

Antecedentes: La deteccion y caracterizacion de patdgenos en pacientes hospitalizados
en unidades de cuidados criticos es de vital importancia para un correcto abordaje. En lo
que respecta a levaduras del género de Candida spp., se requiere de una caracterizacion
completa para evitar el desarrollo de una fungemia diseminada. La informacion sobre
resistencia a Fluconazol, VVoriconazol, o ambos, en aislamientos clinicos de Candida spp,
de forma particular en cepas procedentes de pacientes hospitalizados en Unidades de

Cuidado Intensivo y de Cuidado Intermedio, es escasa.

Objetivo: Estimar la frecuencia de Candida spp. colonizantes y resistentes a Fluconazol
y Voriconazol, en aislamientos procedentes de pacientes hospitalizados en dos unidades

de cuidados criticos

Material y métodos: Estudio transversal analitico desarrollado entre Abril y Diciembre
2019. Todos los aislamientos de cepas de Candida spp. encontrados por el servicio de
Microbiologia del Hospital de Emergencias Jose Casimiro Ulloa serén incluidos en el
estudio. Se realizaran examenes de identificacion a nivel de especie, asi como ensayos

para evaluar la susceptibilidad a Fluconazol y VVoriconazol por métodos estandarizados.
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INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

El término levadura se refiere al grupo de hongos unicelulares, donde las hifas,
pseudohifas, o ambos, pueden o no estar presentes ). Las levaduras poseen una
fase sexual o telomorfa, y aquellas que carecen de fase sexual, tienen una fase
anamorfa que les permite reproducirse por gemacion @, La clasificacion
taxondmica de las levaduras de fase anamorfa corresponde a la division
Deuteromycota, clase Blastomycetes ). Candida spp es una levadura que
frecuentemente causa infecciones en humanos y es un patégeno emergente en
ambientes  nosocomiales que afecta  principalmente a  pacientes
inmunocomprometidos M. Asimismo, Candida spp es frecuentemente encontrada
como parte de la microbiota en diferentes partes del cuerpo, por lo cual su
aislamiento en secreciones respiratorias 0 en muestras de orina podria ser
considerado como un evento colonizante y no necesariamente infeccioso ?3. No
obstante, el aislamiento de Candida spp en secreciones vaginales o0 en muestras de
sangre, acompafado de signos y sintomas sugestivos de infeccion, es considerado
como un signo de alarma que puede asociarse a complicacion clinica e incluso a

muerte @,

Candida albicans es la especie aislada con mayor frecuencia en secrecion bronquial
o vaginal, muestras de heridas, sangre y otros fluidos ®. Sin embrago, especies
como, Candida tropicalis y Candida parapsilosis también han tomado relevancia
epidemioldgica e importancia clinica debido al incremento de su incidencia,
pudiendo incluso duplicar o triplicar el numero de aislamientos de Candida

albicans ©,



Los factores de riesgo asociados a infeccion por Candida spp en pacientes en estado
critico son diversos y han sido ampliamente descritos en la literatura cientifica ©.
Los factores mas frecuentes a nivel global son; alteraciones intrinsecas del sistema
inmunoldgico, tales como la depresion medular con neutropenia o traumatismo
mayor; procedimientos invasivos relacionados a lineas centrales, ventilacion
mecanica, cateterismo vesical, sonda nasogastrica, entre otros, tiempo de
hospitalizacién prolongado, nutricién parenteral, administracion de esteroides o
antibidticos de amplio espectro, trasfusiones sanguineas, hemodialisis, dialisis
peritoneal, quimioterapia y radioterapia ®. La colonizacién por Candida spp,
frecuentemente multifocal, es el primer estadio para la mayoria de los casos de

candidiasis invasivas que afectan al paciente en estado critico ":®),

El diagnostico de candidiasis invasiva basandose Unicamente en manifestaciones
clinicas es complicado de ejecutar ®). Un escenario frecuente es la colonizacion por
especies de Candida spp en lugares no estériles ©. El evento de colonizacién no
necesariamente implica infeccion, por lo cual el tratamiento antifingico podria no
ser adecuado. No obstante, debe ser considerado como un signo de alarma para una
candidiasis diseminada, la cual si podria suponer que el clinico indique tratamiento.
El tratamiento farmacol6gico anticipado debe sustentarse en herramientas que
ayuden a determinar la mejor opcion terapéutica para disminuir la probabilidad de

desarrollar una candidiasis invasiva, falla al tratamiento, o ambos ©.

El diagndstico clinico de candidiasis es complicado de ejecutar debido a la ausencia
de signos y sintomas especificos, presentacién insidiosa, complejidad del paciente

critico y su asociaciébn con otros procesos infecciosos concurrentes, baja



sensibilidad de los hemocultivos para detectar Candida spp y a la dificultad o al
limitado acceso de muestras tisulares usando métodos invasivos 9. Algunos
autores han propuesto puntuaciones o reglas de prediccion, como el indice de
colonizacién, haciendo referencia a la densidad de colonizacion que tiene el
paciente. El indice correlaciona con al nimero de sitios en los cuales se aisld la
levadura, sin considerar el aislamiento en muestras de sangre, y con el aumento de

probabilidad para desarrollar candidiasis invasiva 9.

Los antimicOticos son compuestos, naturales o sintéticos, que pueden producir
modificaciones en estructuras basicas de la célula fangica inhibiendo su desarrollo
y alterando su viabilidad ©9). Las primeras medicaciones antimicéticas surgieron
en los afos cincuenta con la aparicion de los polienos, seguido por el uso de los
azoles en los afos setenta, como el fluconazol. Los antimicéticos son efectivos para
el tratamiento de infecciones causadas por las especies de Candida spp, siendo una
de las familias de eleccion los Azoles. EI mecanismo de accion se basa en inhibir
la enzima 14a-lanosterol-desmetilasa, la cual se asocia con la biosintesis de

ergosterol de la membrana plasmatica fangica 9.

La resistencia a los azoles se asocia a mutaciones puntuales y a bombas de flujo. El
gen ERG11 codifica la 14a-lanosterol-desmetilasa, el cual, debido a una mutacion
resulta en alteraciones de la membrana y en falta de unién al antifingico. Los genes
MDR o CDR codifican para bombas de flujo. EI mecanismo de accién de estas
bombas es bajar concentraciones intracelulares de los Azoles y por lo tanto se unen
en menor cantidad a la enzima blanco, lo cual favorece que algunas enzimas queden

libres y puedan continuar su actividad 2,



Los métodos frecuentemente usados para la deteccion de la resistencia antifungica
en levaduras son variados. La micro y macro dilucién en caldo son métodos usados
para determinar la concentracion minima inhibitoria del antifungico mediante
diluciones seriadas del mismo ®?. El método de disco difusion en agar es usado
para determinar la susceptibilidad en levaduras usando un medio sélido como el
agar Miiller Hinton 2. No obstante, es muy frecuente que dichas metodologias no
estén implementadas en los laboratorios de diagndstico clinico de centros de salud

debido a su costo, escasa solicitud, falta de recursos para su desarrollo, entre otros.

Este proyecto de investigacion plantea describir el nivel de resistencia a los Azoles;
Fluconazol y Voriconazol, en cepas colonizantes aisladas de secreciones
bronquiales y de muestras de orina provenientes de pacientes hospitalizados en las
unidades de cuidados criticos del Hospital de Emergencias José Casimiro Ulloa. Si
bien es cierto existen otros azoles con presentacion de disco de sensibilidad, se toma
en cuenta estos dos debido a que tienen rangos de referencia para su control de
calidad en la guia CLSI M44-A. Los resultados de este estudio podrian ser
utilizados como una linea basal de investigacion que permita conocer el estado
actual de resistencia. Del mismo modo, los datos podrian ser usados como
referencia basal de intervenciones disefiadas para controlar y mitigar la emergencia

de resistencia a antifungicos.



OBJETIVOS

Obijetivo general

e Determinar la frecuencia de resistencia a azoles en cepas Candida spp
aisladas de secreciones bronquiales y de muestras de orina provenientes de
pacientes de Unidades de Cuidado Critico (UCI y UCIN) del Hospital de
Emergencias José Casimiro Ulloa durante Abril a Diciembre del 2019

Objetivos secundarios

e Determinar la proporcion de resistencia a Fluconazol y Voriconazol de
forma estratificada para cada especie de Candida spp

e Explorar asociaciones entre la resistencia a Azoles de acuerdo a
caracteristicas del paciente, procedencia, patologia pre existente y dias de

estancia hospitalaria



METODOLOGIA

Disefio del Estudio

Observacional, del tipo transversal analitico. Esto debido a que se observan los
fendmenos de resistencia o sensibilidad a los Azoles mencionados mediante el
método de disco difusion en la poblacidn de cepas de Candida spp aislados de
pacientes de unidades criticas (UCI, UCIN) durante el periodo de Abril a
Diciembre 2019 en el servicio de Microbiologia del Departamento de Patologia

Clinica del Hospital de Emergencias José Casimiro Ulloa.

Poblacion
Este proyecto propone trabajar con todas cepas de Candida spp aisladas de
secrecién bronquiales y urocultivos de pacientes de unidades criticas (UCI, UCIN)
durante el periodo de Abril a Diciembre 2019 en el servicio de Microbiologia del
Departamento de Patologia Clinica del Hospital de Emergencias José Casimiro
Ulloa. Esto debido a que el nimero de aislamientos obtenido en el afio 2018 fue de
alrededor de 70 aislamientos, y ya que se busca que el estudio tenga una poblacién
significativa se decide tomar en cuenta todos los aislamientos.
Criterios de Inclusion:
e Cepade Candida spp aislada de una secrecién bronquial o de una
muestra de orina procedente de una unidad de cuidado critico
(UCl 0 UCIN)
Criterios de Exclusion:
e Aislamientos del mismo paciente con un tiempo menor de 1 mes

entre muestras del mismo tipo



Muestra

Unidad de Analisis

La unidad de analisis es la cepa de Candida spp aislada de secrecion bronquial o de

orina, aislada de un paciente atendido en las unidades de cuidado critico (UCI y

UCIN) vy aisladas en el servicio de Microbiologia del Departamento de Patologia

Clinica del Hospital de Emergencias José Casimiro Ulloa entre los meses de Abril

a Diciembre del 2019.

Tamafio Muestral

Este estudio propone trabajar con todas las cepas recolectadas durante Abril a

Diciembre del 2019, por lo cual no se realizé un célculo de tamafio de muestra.

Definicion Operacional de Variables

e Variables Principales:

o Especie de Candida

Tipo: Categorica politdmica

Valores Finales: Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida kruzei, Candida parapsilosis, Otras especies de
Candida,

Escala de medicion: Identificacibn mediante tubo
Germinativo, microcultivo en Agar Arroz, color obtenido en
el crecimiento en CHROM Agar para Candida e
identificacion mediante panel para Levaduras del equipo BD
Phoenix M50.

Definicion operacional: Identificacion de acuerdo a lo

obtenido en cada una de las pruebas.



= Registro: El valor obtenido se registrard en el formato de
registro indicando medida del halo y su interpretacion
(Anexo 1)

o Resistencia a Fluconazol

= Tipo: Categdrica politomica

= Valores Finales: Sensible (S), Sensible Dependiente de
Dosis (SDD) o Resistente (R)

» Escala de medicion: Intervalo de milimetros de halo de

sensibilidad en el caso de Fluconazol es el siguiente:

FLUCONAZOL
SENSIBLE SENSIBLE DOSIS DEPENDIENTE (SDD) RESISTENTE
Medida en mm <14 15-18 >19

= Definicion operacional: El halo de inhibicién sera expresado
en milimetros y posteriormente interpretado de acuerdo a la
guia CLSI M44-A2.

= Registro: El valor obtenido se registrard en el formato de
registro indicando medida del halo y su interpretacion
(Anexo 1)

o Resistencia a VVoriconazol

= Tipo: Categdrica politomica

= Valores Finales: Sensible (S), Sensible Dependiente de
Dosis (SDD) o Resistente (R)

» Escala de medicion: Intervalo de milimetros de halo de

sensibilidad en el caso de Voriconazol es el siguiente:



VORICONAZOL
SENSIBLE SENSIBLE DOSIS DEPENDIENTE = RESISTENTE

(SDD)
Medida en mm <13 14 -16 >17
= Definicion operacional: El halo de inhibicion sera expresado
en milimetros y posteriormente interpretado de acuerdo a la
guia CLSI M44-A2.
= Registro: El valor obtenido se registrard en el formato de

registro indicando medida del halo y su interpretacion

(Anexo 1)

Variables Secundarias:
o Edad
» Tipo: Numeérica, continua de escala de razon
= Definicion operacional: Afios de vida del paciente. Se
expresara en nimeros arabigos que son obtenidos de la orden
médica y/o la historia del paciente.
= Registro: El valor obtenido se registrard en el formato de
registro indicando la edad en nimeros arabigos (Anexo 1)
o Género
» Tipo: Categorica dicotdmica de escala nominal
= Definicion operacional: Geénero biologico del paciente. Se
expresara como Masculino o Femenino segun la orden
médica y/o la historia del paciente.
» Registro: Se registrara en el formato de registro indicando F

si es Femenino o M si es Masculino (Anexo 1)



o Procedencia

Tipo: Categorica dicotomica nominal

Definicion operacional: Servicio de procedencia del
paciente; Unidad de Cuidados Intensivos o Unidad de
Cuidados Intermedios.

Registro: Se apuntara en el formato de registro indicando
cual de ambas opciones es el servicio de procedencia (Anexo

1)

o Patologia pre existente

Tipo: Categorica politbmica nominal

Definicion operacional: Se expresara como las patologias
pre existentes que pueda tener el paciente en el momento que
Ilega su muestra al laboratorio, entre ellas tenemos Diabetes
Mellitus, Infeccion de Tracto Urinario, Neumonia Asociada
a Ventilador, Otras Patologias y Ninguna Patologia Asociada
Registro: Se indicara en el formato de registro que patologia
o0 patologias tiene o ha tenido el paciente en el momento que

Ilega su muestra al laboratorio (Anexo 1)

o Tratamiento con Antimicrobianos

Tipo: Categorica dicotomica nominal

Definicion operacional: Se expresara si existe 0 no algin
tratamiento con antimicrobianos en el momento de recepcion
de la muestra

Registro: Se indicara en el formato de registro si el paciente

recibe tratamiento antimicrobiano en el momento de la

10



recepcion de la muestra en el laboratorio indicando “SI”, en
caso de recibirlo, o “NO”, en caso de no recibir dicho
tratamiento. (Anexo 1)
o Tratamiento previo con Fluconazol
= Tipo: Categérica dicotomica nominal
= Definicion operacional: Presencia 0 ausencia de tratamiento
previo con Fluconazol al momento de recepciéon de la
muestra
= Registro: Se indicara en el formato de registro si el paciente
recibe tratamiento antifungico al momento de la recepcion
de la muestra en el laboratorio indicando “SI”, en caso de
recibirlo, 0 “NO”, en caso de no recibirlo. (Anexo 1)
o Tratamiento previo con Voriconazol
= Tipo: Categérica dicotomica nominal
= Definicion operacional: Presencia o ausencia de tratamiento
previo con Voriconazol al momento de recepcion de la
muestra
= Registro: Se indicara en el formato de registro si el paciente
recibe tratamiento antifungico al momento de la recepcion
de la muestra en el laboratorio indicando “SI”, en caso de
recibirlo, 0 “NO”, en caso de no recibirlo. (Anexo 1)
o Tratamiento previo con otros Antifungicos

= Tipo: Categérica dicotdmica nominal
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Definicion operacional: Presencia o ausencia de tratamiento
previo diferente a Fluconazol o VVoriconazol al momento de
recepcion de la muestra

Registro: Se indicara en el formato de registro si el paciente
recibe tratamiento antifungico al momento de la recepcion
de la muestra en el laboratorio indicando “SI”, en caso de

recibirlo, 0 “NO”, en caso de no recibirlo. (Anexo 1)

o Dias de Estancia hospitalaria

Tipo: Numérica continua de escala de razon

Definicion operacional: Se expresa como el nimero de dias
que estuvo internado el paciente en el servicio de cuidado
critico sea Unidad de Cuidados Intensivos o Unidad de
Cuidados Intermedios.

Registro: El valor obtenido se registrard en el formato de
registro indicando los dias de estancia hospitalaria que tuvo

dicho paciente en niumeros arabigos (Anexo 1)

o Tipo de Muestra

Tipo: Categorica dicotomica nominal

Definicion operacional: Se expresa haciendo referencia a el
tipo de muestra fue aislada cada especie de Candida spp
Registro: Se indicara en el formato de registro de qué tipo de
muestra fue aislada cada cepa de Candida spp, indicando

“SB” si fue de Secrecion Bronquial o “U” si fue de Orina.

o Candidemia Comprobada

Tipo: Categorica dicotomica nominal

12



= Definicion operacional: Se expresa como la presencia o no
de Candidemia como diagnostico final emitido por el médico
tratante.

= Registro: Se indicara en el formato de registro si el paciente
fue diagnosticado con Candidemia como diagnostico final.

Se registrara “SI” o “NO” dependiendo del caso. (Anexo 1)

Procedimientos y Técnicas

Aislamiento e Identificacién de las Cepas de Candida sp

Las levaduras aisladas seran inoculadas en 500 uL de suero humano, e incubadas a
35°C por 2 horas. Posterior al tiempo de incubacion se procederd a corroborar
microscopicamente la formacion del tubo Germinativo, el cual facilita la
diferenciacion entre Candida albicans de otras especies. De forma simultanea, se
realizard una siembra en Agar CHROM Candida BBL para poder caracterizar de
acuerdo al color del aislamiento entre Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida kruzei u otra especie. Posterior al aislamiento, se realizard una
identificacion adicional usando el microcultivo en Agar Arroz para la busqueda
microscopica de clamidosporas o blastosporas para la confirmacion de las especies
de Candida spp y finalmente se realizara una identificacién mediante el sistema

automatizado Phoenix M50 @9,

Deteccidn de la Susceptibilidad a Azoles

Para determinar la resistencia a Azoles se usara el método de disco difusion en agar
Miiller Hinton. La preparacion del medio, la determinacion de la susceptibilidad y

la interpretacion de los resultados seran realizadas de acuerdo a las especificaciones
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de la CLSI M44-A2. La incubacion se realizard por 48 horas y luego se procedera
a leer los halos de inhibicion ©. (Anexo 2y 3)

Aspectos Eticos

El proyecto sera enviado para revision y aprobacion por la Direccidon Universitaria
de Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT)/Comité de Etica (CIE) de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. Al no trabajar directamente con humanos,
este estudio no representa riesgo para los pacientes. Los datos a recolectar seran
codificados y no se revelara informacién que permita correlacionar los aislamientos

con el paciente. Los datos seran exclusivamente manejados por los investigadores.

Plan de Analisis

Las variables categodricas seran descritas usando frecuencias absolutas y relativas.
Las variables numéricas seran descritas de acuerdo a la distribucion de sus datos
mediante el uso de medidas de tendencia central y dispersion. El andlisis bivariado
exploratorio serd ejecutado considerando la naturaleza de la variable y su
distribucion. Se explorara las razones de prevalencia usando modelos lineales
generalizados para aquellas variables que resulten significativas en el analisis
bivariado. El nivel de significancia del valor de p estara establecido en p<0.05y el
nivel de confianza en 95%. El analisis sera realizado usando el paquete estadistico

Stata v14.0.
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PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

PREUPUESTO
ITEM CANTIDAD PRECIO
AGARES
MULLER HINTON X 500 G S/. 270.00
CHROM CANDIDA X 500 G S/. 400.00
AGAR AGAR X 500 G S/. 250.00
MATERIALES
HISOPOS ESTERILES X 100 UNIDADES 1 S/. 20.00
TUBO DE DISCOS DE SENSIBILIDAD FLUCONAZOL 25 ug 2 s/ 70.00
X 50 UNIDADES
TUBO DE DISCOS DE SENSIBILIDAD VORICONAZOL 25 ug 2 s/, 70.00
X 50 UNIDADES
PANELES DE LEVADURAS PHOENIX X 25 UNIDADES 3 S/. 300.00
ASA DE SIEMBRA EN PUNTA 1 S/ 2.00
LAMINILLAS CAJA X 100 UNIDADES 1 S/. 3.50
AZUL DE METILENO EN POLVO 1 S/. 20.00
GLUCOSA ANHIDRA 1 S/. 15.00
TUBOS DE VIDRIO 13X100 MM X 100 UNIDADES 1 S/. 20.00
AGUA DESTILADA X LITRO 5 S/. 40.00
ARROZ X KG 1 S/. 3.50
C. albicans ATCC 90028 1 S/ 150.00
TOTAL S/ 1,634.00
CRONOGRAMA
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ESTRUCTURACION DE PROYECTO

PRESENTACION DE PROYECTO

RECOLECCION DE DATOS DE PACIENTES

RECOLECCION Y AISLAMIENTO DE CEPAS

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE CEPAS

ANALISIS ESTADISTICO

ELABORACION DE INFORME FINAL

PRESENTACION DE INFORME FINAL
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FORMATO DE REGISTRO DE CEPAS

RESISTENCIA
FLUCONAZOL VORICONAZOL
NUMERO | MEDIDA | INTERPRETACION | MEDIDA | INTERPRETACION
(MM) (S, SDD, R) (MM) (S, SDD, R)




ANEXO 2
ANTIFUNGIGRAMA POR EL METODO DE DISCO DIFUSION

Preparacién del Inoculo

Se prepara tocando con el asa de cultivo 5 colonias de 1 mmy de 24 h de
crecimiento en placa de Sabouraud Dextrosa Agar que se resuspenden en un tubo
de solucion salina (CINa 0,85%). Se agita bien y, con ayuda de un
espectrofotometro o turbidimetro (longitud de onda: 530 nm), se ajusta a una
densidad éptica 0,5 McFarland, afiadiendo la cantidad necesaria de solucion
salina. Esta solucion tiene una concentracion aproximada de 1x10° - 5x10°
UFC/ml.

Inoculacion de Placas

1. Sumergir una torunda de algodon en la suspension del inéculo de 0.5
McFarland.

Retirar el exceso de liquido rozando la torunda con las paredes del tubo.
Sembrar la placa uniformemente.
Dejar secar 3-5 min y dejar la placa entreabierta.
Aplicar los discos.
6. Incubar a 35°C de 20 a 24 horas
Lectura
1. Sino hay suficiente crecimiento a las 24 h reincubar y leer a las 48 h.

2. Medir el halo de inhibicién donde se produce una reduccion importante del
crecimiento.

3. Lalectura es subjetiva y se requiere experiencia para dar medidas exactas.

4. La presencia de micro colonias en el borde del halo de inhibicién o de
colonias grandes en el interior del halo deben ser ignoradas.

C. glabrata y C. krusei, pueden necesitar 48 h de incubacion

oW N

o

Puntos de Corte

CARGA DIAMETRO (MM)
ANTIFUNGICO DEL

DISCO R SDD S
FLUCONAZOL | 25ug <14 1518 >19
VORICONAZOL| 1ug <13 14— 16 >17

Referencia: Canton E. et al, Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio
de la sensibilidad a los anti fungicos (documentos M27-A3, M38-A 'y M44-A),
Rev Iberoamaericana de Micologia. 2007;15(a):15 al-15 al7



ANEXO 3

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO PARA ANTIFUNGIGRAMA
POR DISCO DIFUSION
Muiller Hinton agar (MHA) suplementado con 2% de glucosa y 0,5 pg/ml de azul
de metileno (pH 7,2 - 7,4). Se puede incorporar los suplementos cuando se
prepara el medio o bien incorporar los suplementos a las placas de MHA ya
preparadas. La adicion de glucosa proporciona un mejor crecimiento de las
levaduras y el azul de metileno aumenta la definicion de los halos de inhibicion.
Ademas, el medio MHA con glucosa y azul de metileno permite diferenciar mejor
las cepas S y R a fluconazol, presentando buena correlacion con el método M27-
A3y con los datos in vivo. Aunque hay poca diferencia entre la lectura a las 24 y
48 h, se recomienda realizarla a las 24.
Preparacién
1. Preparar el medio de MHA siguiendo las indicaciones del fabricante y
afiadir 20 g de glucosa por litro de medio.
2. Afadir 100 pul de la solucion 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 razon de 28-30 ml
de medio para placas de 9-10 cm de diametro y 67-70 ml si son de 15 cm
(altura de la capa de agar 4 mm).

5. Dejar enfriar y guardar en nevera.

6. Una vez preparadas las placas se pueden almacenar durante 7 dias a menos
que se tomen precauciones adicionales que eviten el secado de las placas

Control de Calidad

En cada ensayo debe incluirse al menos una cepa control de calidad para poder
detectar cualquier anomalia o desactivacion del antifungico. EI CLSI aconseja
utilizar las siguientes cepas:

C. parapsilosis ATCC 22019
C. krusei ATCC 6258

C. albicans ATCC 90028

C. tropicalis ATCC 750

Los puntos de corte para cada cepa son los siguientes:

CARGA | C.KRUZEI | C. PARAPSILOSIS | C. ALBICANS | C. TROPICALIS
ANTIFUNGICO DEL ATCC
DISCO 6258 ATCC 22019 ATCC 90028 ATCC 750
FLUCONAZOL 25 ug 22-33 28 -39 26 — 37
VORICONAZOL 1ug 16 - 25 28 - 37 31-42

Referencia: Canton E. et al, Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio
de la sensibilidad a los anti fingicos (documentos M27-A3, M38-A 'y M44-A),
Rev Iberoamaericana de Micologia. 2007;15(a):15 al-15 al7




