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RESUMEN

Se presentan los datos preliminares de un estudio piloto para determinar la utilidad del E-test® en el estudio de la interaccién de los antifin-
gicos, evaluando las condiciones de ensayo y reproducibilidad. Los resultados se comparan con los obtenidos por el método del tablero de
ajedrez y por el de curvas de mortalidad-tiempo. Los ensayos se realizaron con una cepa de Candida albicans (ATCC 90028). Las tiras de
E-test® se combinaron en proporcién directa, CMI-CMI y en proporcién inversa. Los resultados muestran que el método es reproducible, facil
de realizar y que puede ser adecuado para estudiar la interaccién in vitro de los antifdngicos sobre las levaduras. La combinacion de las tiras en
proporcion directa e inversa parece la mas adecuada. En la predifusion se debe utilizar el antifingico mas soluble en agua. El tiempo de pre-
difusién aconsejable es de una hora para los antifingicos solubles en agua y dos horas para los insolubles. El E-test® tiene buena correla-
cion con las curvas de mortalidad-tiempo, no obstante, se requieren estudios de correlacién in vivo para poder determinar la utilidad de los
resultados in vitro y el método mas adecuado para medirla.
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Usefulness of the E-test® and its assay conditions in the
study of the interaction of antifungal agents. A pilot study

SUMMARY

Preliminary data from a pilot study to assess the usefulness of the E-test® in the study of antimycoctics are presented, evaluating assay and
reproduction conditions. Results are compared with those obtained using the checkerboard method and mortality-time curves. Trials were car-
ried out with a strain of Candida albicans (ATCC 90028). The E-test® strips were combined in direct proportion, MIC-MIC, and in inverse pro-
portion. The results showed that the method can be reproduced, is easy to carry out and may be suitable for the study of the in vitro inter-
action of antimycotics on yeast. The directly and inversely proportionate strip combination appeared to be the most suitable. At the predif-
fusion stage, the most highly water-soluble antimycotic should be used. The recommended time for prediffusion is one hour for water-soluble
antimycotics, and two hours for non-water-soluble ones. The E-test® showed good correlation with mortality-time curves. Nonetheless, in vivo
correlation studles are required to determine the usefulness of the results in vitro and the most suitable method of measurement.
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INTRODUCCION

El tratamiento de las infecciones fingicas es mas com-
plejo que el de las bacterianas, sobre todo en los pacientes
inmunodeprimidos, debido al escaso niimero de antifingi-
cos disponibles, a los graves efectos adversos de algunos
de ellos y a la progresiva aparicion de resistencias, tanto en
levaduras como en hongos filamentosos. Con el fin de pa-
liar alguno de estos problemas se utilizan cada vez con mas
frecuencia las asociaciones de antifingicos. Con ello se pre-
tende ampliar el espectro de accién, reducir las dosis, acor-
tar el tiempo de tratamiento, evitar la aparicion de resisten-
cias y sumar o potenciar la accién antifiingica. Sin embargo,
desde el punto de vista microbiolégico, en algunos casos la
asociacion de antiflingicos puede ser contraproducente, ya
que es posible que algunos resulten antagénicos.

Para medir la actividad individual de los antiftingicos se
dispone de métodos estandar, el M27-A2 (1) y el M38-A
(2), pero para evaluar la interaccién de antifiingicos no
existe ningtin método contrastado. Hasta la fecha, entre los
métodos que se estdn aplicando para realizar estos estudios
destacan el del tablero de ajedrez, en el cual se aplican la
misma tecnologia y pardmetros que para la determinacién
de la CMI (1), y el de las curvas de letalidad. Ambos méto-
dos son largos y dificiles de realizar, requieren personal es-
pecializado y mucho material. Ademas, el método M27-A2
tiene el inconveniente de que no detecta las cepas resisten-
tes a la amfotericina B (1), uno de los antiftingicos mds uti-
lizados en la préctica clinica y de los pocos que se pueden
combinar. Por otro lado, la interaccién de los antiftingicos
depende de la cepa; asi, una misma combinacién de anti-
fungicos puede ser sinérgica o antagdénica (3-7). Por ello
parece interesante y necesario evaluar nuevos métodos pa-
ra el estudio de la asociacién antifingica in vitro, faciles de
realizar y reproducibles, con el fin de ayudar en la eleccién
de la mejor combinacién posible.

El E-test® es un método comercializado, sencillo y r4-
pido, para determinar la sensibilidad a los antiftingicos, tan-
to de levaduras como de hongos filamentosos, que presen-
ta una buena correlacioén con los métodos estandar M27-A2
y M38-A (8, 9). Ademas, se ha documentado que puede ser
el método mas adecuado para determinar la sensibilidad a
la amfotericina B de las levaduras del género Candida (10),
y también puede detectar la resistencia al itraconazol en los
hongos filamentosos (11).

En el presente trabajo se presentan los datos prelimina-
res de un estudio piloto cuyo objetivo es establecer la utili-
dad del E-fest® para el estudio de la interaccién de los an-
tifingicos, evaluando las condiciones de ensayo y su re-
producibilidad.
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MATERIAL Y METODOS
Microorganismo

Todas las pruebas se realizaron sobre una cepa de Can-
dida albicans ATCC 90028.

Actividad antifungica individual

La CMI de amfotericina B, fluconazol, itraconazol, vo-
riconazol y 5-fluorocitosina se determiné por el método
E-test® (AB Biodisk, Solna, Suecia) (12), siguiendo las in-
dicaciones del fabricante. El medio utilizado fue agar de
RPMI 1640 con un 2% de glucosa (AES Laboratories,
Combourg, Francia). Las tiras de E-test® y las placas de
agar RPMI (9 cm de didmetro) fueron suministradas por
IZASA (Barcelona, Espafia). La lectura de la CMI se rea-
liz6 a las 24 y 48 horas de incubacion.

Actividad antifungica combinada

La actividad de las asociaciones de antifiingicos se de-
termind por el método de difusién y por el método de dilu-
cién-difusiéon que combina el de dilucién en agar con el
E-test®. Las asociaciones de antifingicos ensayadas fueron
itraconazol mas amfotericina B, 5-fluorocitosina mas am-
fotericina B, fluconazol mas amfotericina B, voriconazol
mds amfotericina B y 5-fluorocitosina mas fluconazol. El
antifiingico citado en primer lugar es el que se retir6 des-
pués del tiempo de difusién.

Método de difusién (E-test®)

El medio de cultivo utilizado fue el mismo que para la
CML. El in6culo se prepar6 a partir de un crecimiento de 24
horas en agar de Sabouraud glucosa, tocando con el asa de
cultivo 2-4 colonias de 2 mm de didmetro y resuspendien-
do en suero fisioldgico. La suspension se ajust6 a 0,5 uni-
dades de turbidez de la escala de McFarland con un espec-
trofotémetro de 530 nm de longitud de onda. Con esta sus-
pension estandar se inocularon las placas de RPMI con tres
tipos de in6culo:

1) Siembra uniforme de la placa con 100 pl de la suspen-
sién estandar con la ayuda de bolas de cristal.

2) Inundacién de la placa con 5 ml de una dilucién 1:5 de
la suspension estandar, que se mantuvo durante un mi-
nuto para que las células impregnaran la superficie de la
placa y posteriormente se retiré el exceso de liquido con
un aspirador de vacio o una pipeta.
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3) Siembra de la placa con un hisopo de algodén previa-
mente introducido en la suspensién estandar (el exceso
de liquido del hisopo se retir6 rozando éste con las pa-
redes del tubo). El hisopo se deslizé por toda la super-
ficie de la placa, posteriormente se roté 60° y se volvid
a deslizar; esta maniobra se repitié dos veces.

Las placas inoculadas se dejaron secar a temperatura
ambiente o en estufa a 35 °C durante 15 minutos y se apli-
caron las tiras de antifingico. Para cada asociacién de an-
tifingicos se utilizaron dos placas (9 cm de didmetro), una
para determinar la CMI de los antiftingicos individualmen-
te y la otra para la CMI de los antiftingicos combinados.

Aplicacion de las tiras de E-test®

La tira de E-test® del primero de los antifiingicos aso-
ciados (A) se aplicé sobre la superficie del agar, después de
inoculada y seca la placa. Posteriormente se comprobd que
toda la superficie de la tira estaba en contacto con el agar y
que no existian burbujas de aire. Las placas se dejaron re-
posar a temperatura ambiente durante un tiempo predeter-
minado (una, dos o tres horas) para comprobar si el tiempo
de difusion influye en los resultados. Transcurrido el tiem-
po fijado se retiré la tira de E-test®, marcando previamen-
te el lugar donde estaba la tira, y se aplicd la tira del se-
gundo antiftingico (B) (Fig. 1). Las placas se incubaron du-
rante 48 horas a 35 °C. La lectura de las CMI se realiz6 a
las 24 y a las 48 horas.

Combinacidnes de las tiras de E-test®

Las tiras de E-fest® se combinaron de distintas formas:

1) En el mismo sentido, es decir, la tira del segundo an-
tifingico (B) se sitda en la misma direccién que la del
primero (A). En esta posicidén los antifingicos estdn en

Dejar 2 h y retirar

Placa 1 Placa 2 Placa 2

Figura 1. Método E-test® para determinar la interaccién de los antifan-
gicos. Placa 1: se determina la CMI de los antiflngicos individualmente.
Placa 2: se deja difundir el antifingico A (dos horas), posteriormente se
retira y se sobrepone la tira del antifingico B.
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Concentraciones en proporcion directa (1:1)

A
Concentraciones en proporcién inversa
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Figura 2. Esquema de las combinaciones de las tiras de E-test®.

la proporcién 1:1 si ambos tienen la misma escala de
concentraciones.

2) En sentido inverso, de modo que la concentracién més
elevada del antifiingico A coincide con la concentracién
mas baja del B.

3) Coincidiendo ambas CMI, para lo que se requiere co-
nocer previamente la CMI de los antiftingicos y marcar
en la placa el lugar donde se encuentra.

4) En angulo recto o cruz, en cuyo caso también debe co-
nocerse previamente la CMI de los antifingicos y cru-
zar las tiras por la CMI de éstos (Fig. 2).

Método de dilucién-difusion

Por este método se estudio la interaccion de terbinafina
con fluconazol, itraconazol, voriconazol, 5-fluorocitosina y
amfotericina B. Se prepararon placas de RPMI con 1 mg/l
de terbinafina y, sobre ellas, se colocaron las tiras de E-test®
de los antifiingicos.

Curvas de letalidad

Se realizaron siguiendo el método descrito previamente
(13), ensayando los antiftingicos, solos o en combinacion,
a las concentraciones y pares que se exponen en la Tabla 1.

Interpretacion de los resultados

Los criterios seguidos para definir la interaccion fueron
los recomendados por el fabricante:

— Efecto sinérgico: descenso de al menos tres diluciones
en la CMI de la combinacién con respecto a la CMI in-
dividual de cada antifiingico.
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Tabla 1. Concentraciones de antiflingicos ensayadas.

Antiftiingico Concentraciones (mg/l)
Amfotericina B 8,2,1,0,12, 0,06
5-Fluorocitosina 2,0,12
Fluconazol 32,2
Itraconazol 1, 0,5, 0,06, 0,03
Voriconazol 16, 0,25
Terbinafina 8,2,1

Combinaciones de antiftingicos Concentraciones ensayadas

8+ 0,03
2+0,03
0,06 + 0,5

0,12 + 1
1+0,12

32+8

32+2

32+0,5
2+2

Amfotericina + itraconazol

Amfotericina + 5-fluorocitosina

Fluconazol + terbinafina

Itraconazol + terbinafina 1+1
0,06 + 1

16 +1
0,25+ 1

Voriconazol + terbinafina

— Efecto aditivo: descenso de dos diluciones.

— Efecto indiferente: descenso de la CMI de la combina-
cién menos de dos diluciones.

— Efecto antagénico: aumento de la CMI tres diluciones o
mds.

Todas las pruebas se repitieron tres veces, pero con la
asociacion de amfotericina B mads itraconazol se hicieron
nueve veces por ser los antifingicos menos solubles de los
ensayados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los resultados obtenidos no influyé el tipo de inocu-
lacion de las placas ni el tiempo de predifusion de los an-
tifingicos. Todos los métodos y las combinaciones estudia-
das fueron reproducibles.

El intervalo de la CMI, su media geométrica y la CMI
modal obtenidos para cada antifingico por E-test® se deta-
llan en la Tabla 2.

Azoles y amfotericina B

La combinacion de los azoles con amfotericina B fue
indiferente o antagénica. La CMI de amfotericina B au-
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Tabla 2. Sensibilidad de C. albicans ATCC90028 determi-
nada por E-test®* o M27-A2.

CMI (mg/l)

Antifingico Intervalo Moda  Media geométrica
Amfotericina B 0,12-0,25 0,25 0,18
Itraconazol 0,016-0,047 0,023 0,029
Fluconazol 0,25-0,75 0,38 0,39
Voriconazol 0,008-0,23 0,012 0,013
5-Fluorocitosina 1,5-4 2 2,17
Terbinafina** >16 >16 >16

*Los datos son la media de nueve determinaciones. **Establecida
segutin el método M27-A2.

mento entre una y tres diluciones, dependiendo del azol em-
pleado. El antagonismo fue sélo en una direccion, es decir,
la CMI del azol no cambi6 en presencia de amfotericina B,
y en cambio la de amfotericina B si aumentd en presencia
del azol. El antagonismo no sélo se detect6 por un aumen-
to de la CMI sino también por la forma de la elipse de in-
hibicién. Por ejemplo, cuando se combind itraconazol con
amfotericina B en proporcion directa la elipse fue muy es-
trecha, el diametro de la zona de inhibicién medido en la
zona correspondiente a 32 mg/l de amfotericina B (la parte
mds ancha) pasé de 19-20 mm, con el antifingico solo, a
9 mm en presencia de itraconazol (la tira de E-fest® mide
5 mm de ancho) (Fig. 3). Cuando los antifingicos se colo-
caron en posicion inversa aparecié una figura en punta de
flecha con una elipse de inhibicién igual de ancha que con
amfotericina B sola (Fig. 4). Esto indica que el antagonis-
mo entre el itraconazol y la amfotericina B depende de la
concentracion. Las concentraciones de itraconazol muy ba-
jas (0,002-0,008 mg/1) no influyeron en la actividad de la
amfotericina B (ancho de la elipse de inhibicion igual al de
la amfotericina B sola). A partir de 0,12 mg/] de itracona-
zol empieza a apreciarse el antagonismo con la amfoterici-
na B. La significacion del estrechamiento de la elipse de in-
hibicién se desconoce, aunque puede estar relacionado con
una disminucién de la tasa de letalidad o velocidad con que
la amfotericina B mata a las células, ya que las curvas de
letalidad-tiempo realizadas combinando concentraciones
elevadas y subinhibidoras de amfotericina B (8, 2 y 0,06
mg/l) con concentraciones de itraconazol superiores a la
CMI (0,5 y 0,03 mg/l) asi parecen indicarlo (Fig. 4). Por
otro lado, las curvas de letalidad también muestran que la
amfotericina B es menos letal en presencia de itraconazol,
ya que cuanto mayor es la concentracién de amfotericina B
mas letalidad pierde. Con 2 y 8 mg/l de amfotericina B, a
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l.

Figura 3. Antagonismo entre itraconazol y amfotericina B. Tiras en proporcién directa. El itraconazol fue el antifungico que se difundié (dos horas)

y retir6.

Figura 4. A: ejemplo del antagonismo del itraconazol y la amfotericina B cuando las tiras se colocan en diferentes posiciones. B: ejemplo del sinergismo
entre la 5-fluorocitosina y la amfotericina B cuando las tiras se colocan en diferentes posiciones (directa, inversa y CMI-CMI).

las dos horas de incubacién no quedan células viables, 5-Fluorocitosina y amfotericina B

mientras que si se combina con 0,03 mg/1 de itraconazol la La interaccion de 5-fluorocitosina y amfotericina B fue
tasa de letalidad disminuye y hay un recrecimiento después sinérgica (Fig. 6). En este caso también es en una sola di-
de 24 horas (Fig. 5A). recciéon. La CMI de amfotericina B no cambi6 en presencia
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Log UFC/ml

Tiempo (h)

—— Control

—— 2 mg/l amfotericina B

—8&— 0,5 mg/l itraconazol

—-+—- 8 mg/l amfotericina B + 0,03 mg/l itraconazol
———— 0,06 mg/l amfotericina B + 0,05 mg/l itraconazol
—=— 8 mg/l amfotericina B

—=a— 0,06 mg/l amfotericina B

—— 0,03 mg/l itraconazol

---9--- 2 mg/l amfotericina B + 0,03 mg/l itraconazol
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—-%—- 1 mg/l amfotericina B + 0,12 mg/I 5-fluorocitosina
—x— 1 mg/l amfotericina B

—&8— 0,12 mg/| 5-fluorocitosina

---A--- 0,12 mg/l amfotericina B + 1 mg/l 5-fluorocitosina
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Figura 5. Curva de letalidad-tiempo de itraconazol y amfotericina B, solos y combinados, sobre C. albicans ATCC90028 (A), y de amfotericina B con 5-

fluorocitosina (B).

Figura 6. Sinergismo entre la 5-fluorocitosina y la amfotericina B. Tiras en proporcién directa. La 5-fluorocitosina fue el antifingico que se difundié (dos

horas) y retir6.

de 5-fluorocitosina, pero la de 5-fluorocitosina bajé mas de
tres diluciones (de 2 mg/l a 0,25 mg/l) en presencia de am-
fotericina B. El sinergismo tambien se puede observar por
el ancho de la elipse de inhibicién. Mediante las curvas de
mortalidad no se observé un aumento de la letalidad al com-

binar los antifiingicos; unicamente con la combinacién de
0,12 mg/l de amfotericina B y 1 mg/l de 5-fluorocitosina a
las 48 horas hay una diferencia de 0,76 log en las UFC/ml

con respecto al antifiingico mas letal (0,12 mg/l de amfote-
ricina B) (Fig. 5B).
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Figura 7. A: sinergismo entre la amfotericina B y la 5-fluorocitosina. B:
antagonismo del itraconazol y la amfotericina B. Las tiras de E-test® se
cruzan a la altura de la CMI de los antifungicos.

Tanto en caso de sinergismo como de antagonismo, los
resultados de la CMI de los antifiingicos combinados eran
los mismos cuando las tiras se colocaban en proporcién di-
recta o CMI-CMI.

La Fig. 7 muestra el sinergismo entre 5-fluorocitosina y
amfotericina B y el antagonismo entre itraconazol y amfo-
tericina B cuando los antiftingicos se colocan en dngulo
recto. En este caso la interpretacién es mas dificil y el an-
tagonismo o sinergismo no se observa tan claramente como
cuando las tiras se sobreponen. En caso de indiferencia, las
elipses de inhibicién deberian cortarse donde se cruzan las
tiras de E-fest®; en el sinergismo, las elipses de inhibicién
se cortan por debajo del cruce de las tiras, y en el antago-
nismo las elipses de inhibicién se cortan antes del cruce.

Terbinafina y azoles

La combinacion de terbinafina con los azoles fue sinér-
gica o indiferente. La CMI del azol se mantuvo igual o bajé

REV ESP QUIMIOTERAP

Figura 8. Interaccion de la terbinafina y el itraconazol. La placa de RPMI
agar contiene 1 mg/l de terbinafina. A: CMI de itrazonazol. B: CMI de itra-
conazol en presencia de 1 mg/l de terbinafina.

una a tres diluciones, dependiendo del antifingico; sin em-
bargo, la reduccién del crecimiento fue mayor en presencia
de terbinafina (Fig. 8). Este sinergismo también se obser-
v6 con las curvas de letalidad (Fig. 9). El fluconazol fue
el azol que mayor inhibicién del crecimiento produjo cuan-
do se combiné con terbinafina. La inhibicién aument6 al
aumentar la concentracion del azol, de la terbinafina o de
ambos. Tanto los azoles como la terbinafina individual-
mente fueron fungistaticos (Fig. 9). Otros autores también
han encontrado sinergismo o efecto aditivo, por el método
del tablero de ajedrez, combinando terbinafina con azoles
(14, 15).

Los resultados obtenidos por nosotros coinciden con los
publicados por otros autores (16, 17), aunque ellos han eva-
luado la interaccidon con las tiras en proporcion directa.
Otros autores han estudiado la interaccién de amfotericina
B e itraconazol en Aspergillus fumigatus utilizando el mé-
todo de dilucién-difusién (18). Hasta la fecha, la coloca-
cién de las tiras de E-test® en dngulo recto sélo ha sido en-
sayada en bacterias (19). Al igual que Lewis y cols. (16),
no hemos encontrado correlacién entre el método E-test®y
el del tablero de ajedrez, aunque en nuestro caso sélo se ha
ensayado una cepa por los tres métodos. Basdndonos en los
resultados obtenidos con otras cepas por el metodo del ta-
blero de ajedrez (datos no mostrados) podemos confirmar
estos resultados. Cuando la amfotericina B es uno de los
antifingicos de la combinacién, la correlacién del E-test®
con el método del tablero de ajedrez no es buena. Por el
contrario, tiene mejor correlacién con las curvas de letali-
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Log UFC/ml

1 T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tiempo (h)

—— Control

—— 2 mg/l fluconazol

— -0~ — 32 mg/I fluconazol + 2 mg/l terbinafina
—-%=- 32 mg/l fluconazol + 8 mg/l terbinafina
—=— 32 mg/I fluconazol

—ae— 8 mgl/l terbinafina

—-©-- 32 mg/l fluconazol + 0,5 mg/l terbinafina
---A--- 2 mg/l fluconazol + 2 mg/l terbinafina
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—e— 16 mg/l voriconazol

—m— 1 mg/l terbinafina

— > — 0,25 mg/l voriconazol + 1 mg/l terbinafina

Figura 9. Curva de letalidad-tiempo de azoles y terbinafina, solos y combinados, sobre C. albicans ATCC90028. A: terbinafina mas fluconazol. B: terbi-

nafina més itraconazol. C: terbinafina mas voriconazol.

dad-tiempo, lo cual coincide con Ernst y cols. (20), que
también encuentran una buena correlacién entre la CMI de-
terminada por E-test® y las curvas de letalidad. La baja co-
rrelacion hallada es 16gica si se tiene en cuenta que el mé-
todo de microdilucién M27-A para determinar la sensibili-
dad a la amfotericina B no es adecuado para diferenciar las
cepas sensibles de las resistentes (1, 10).

La utilidad clinica de los resultados obtenidos en los es-
tudios de interaccién estan por determinar para los tres mé-
todos (tablero de ajedrez, curvas de letalidad y E-test®).

En resumen, segtin nuestros datos y los de otros estu-
dios preliminares (16-19), el E-test® es un método repro-
ducible y facil de realizar que puede ser adecuado para es-
tudiar en el laboratorio la interaccién de los antiftingicos
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sobre las levaduras. Aunque no hay normas establecidas so-
bre qué antiftingico debe utilizarse en la predifusién, que de-
pendera de las propiedades de los antifiingicos a combinar,
como el coeficiente de difusion, el tamafio de la molécula,
el peso molecular, el mecanismo de accidn, la solubilidad
en agua y otros, consideramos, como norma general, utili-
zar en la predifusion el antifiingico mas soluble en agua o
el que difunde mas rapidamente. El método de inoculacién
de la placa y el tiempo de difusién no influyen en los re-
sultados. Dos horas parece un tiempo adecuado, sobre todo
para los antifiingicos insolubles en agua, y una hora para
los solubles. La utilizacidon de las tiras en proporcion direc-
ta e inversa parece lo mas adecuado y facil; ademads, tiene
la ventaja de que puede hacerse el estudio sin conocimien-
to previo de las CMI de los antifingicos, con lo cual el
tiempo de ensayo se acorta y puede obtenerse una respuesta
mas rapida. No obstante, se requieren estudios de correlacién
in vivo para poder determinar la utilidad de los resultados
in vitro y del método mas adecuado para medirla.

Correspondencia: Dra. Emilia Cantén, Unidad de Microbiologia Experi-
mental, Centro de Investigacion, Hospital Universitario La Fe, Avenida Cam-
panar 21, 46009 Valencia. Tfno. 96 197 3111; e-mail: canton_emi@gva.es
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