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l - O
B

JE
T

IV
O

E
l kit FU

N
G

IFA
S

T A
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 p
erm

ite d
eterm

inar la sensib
ilid

ad
 d

e las levad
uras -

las q
ue se encuentran con m

ayor frecuencia en p
atología hum

ana-  a los
d

iferentes antifúngicos utilizad
os en el tratam

iento d
e las m

icosis sup
erficia-

les o p
rofund

as.

2 - IN
T

E
R

É
S

E
l aum

ento d
e las infecciones fúngicas nosocom

iales o com
unitarias, la

ap
arición d

e resistencia a los antifúngicos utilizad
os hab

itualm
ente y la

com
ercialización d

e nuevas m
oléculas hacen q

ue sea necesario evaluar el
com

p
ortam

iento d
e las levad

uras frente a los antifúngicos.
Las técnicas d

e referencias d
el C

LS
I (C

linical and
 Lab

oratory S
tand

ard
s

Institute), o d
el E

U
C

A
S

T
(E

urop
ean C

om
m

ittee on A
ntib

iotic S
uscep

tib
ility

Testing), p
ara las p

rueb
as d

e sensib
ilid

ad
 d

e las levad
uras a los antifúngi-

cos es un m
étod

o d
em

asiad
o largo p

ara utilizarlo com
o rutina. 

La p
rueb

a FU
N

G
IFA

S
T A

FG
 utiliza un m

étod
o líq

uid
o colorim

étrico en
m

icrod
ilución. E

s ráp
id

o, con una utilización sencilla, fácil d
e leer y ad

ap
ta-

d
o a tod

os los lab
oratorios d

e análisis clínicos. A
d

em
ás p

resenta una b
uena

correlación resp
ecto a los m

étod
os d

e referencia.

3 - P
R

IN
C

IP
IO

La d
eterm

inación d
e la sensib

ilid
ad

 d
e las levad

uras a los antifúngicos se
b

asa en el crecim
iento o en la ausencia d

e crecim
iento d

e estas levad
uras

en p
resencia d

e d
iferentes antifúngicos q

ue se encuentran en tres o cuatro
concentraciones d

istintas.
E

ste crecim
iento en m

edio líquido se visualiza por un cam
bio de color del

m
edio. Las levaduras ferm

entan la glucosa, lo que im
plica una reducción del

indicador redox que hace virar el m
edio de violeta oscuro a rosa o a incoloro.

Los resultad
os se interp

retan tras 24 horas d
e incub

ación, cuand
o el m

ed
io

d
el p

ocillo control p
ositivo d

e crecim
iento (C

+
) vira d

e color. E
l p

ocillo
corresp

ond
iente, lib

re d
e antifúngico, se inocula con el m

ed
io M

E
S

 FU
N

G
I

sem
b

rad
o.

La ausencia d
e viraje en el m

ed
io d

el p
ocillo control negativo (C

-) p
erm

ite
com

p
arar fácilm

ente el cam
b

io d
e color en los otros p

ocillos. E
l p

ocillo
corresp

ond
iente, lib

re d
e antifúngico, se inocula con el m

ed
io M

E
S

 FU
N

G
I

no sem
b

rad
o.

4 – R
E

A
C

T
IV

O
S

C
om

p
osición

 d
e la g

alería
La galería FU

N
G

IFA
S

T A
FG

 contiene d
iferentes antifúngicos a las siguien-

tes concentraciones:
p

ocillo 1 (C
+

): (0 µg/m
L)

p
ocillo 11 (A

B
): (0,5 µg/m

L)
p

ocillo 2 (5FC
): (4 µg/m

L) 
p

ocillo 12 (A
B

): (1 µg/m
L)

p
ocillo 3 (5FC

): (8 µg/m
L)

p
ocillo 13 (A

B
): (2 µg/m

L)
p

ocillo 4 (5FC
): (16 µg/m

L)
p

ocillo 14 (FC
Z

): (8 µg/m
L)

p
ocillo 5 (5FC

): (32 µg/m
L)

p
ocillo 15 (FC

Z
): (16 µg/m

L)
p

ocillo 6 (ITZ
): (0,125 µg/m

L)
p

ocillo 16 (FC
Z

): (32 µg/m
L)

p
ocillo 7 (ITZ

): (0,25 µg/m
L) 

p
ocillo 17 (FC

Z
): (64 µg/m

L)
p

ocillo 8 (ITZ
): (0,5 µg/m

L)
p

ocillo 18 (V
R

Z
): (1 µg/m

L)
p

ocillo 9 (ITZ
): (1 µg/m

L)
p

ocillo 19 (V
R

Z
): (2 µg/m

L)
p

ocillo 10 (C
-): (0 µg/m

L)
p

ocillo 20 (V
R

Z
): (4 µg/m

L)

P
rin

cip
io activo

A
b

r.D
en

om
in

ación
 com

ercial
A

nfotericina B
A

B
FU

N
G

IZ
O

N
A

 (convencional)
A

B
E

LC
E

T, A
M

B
IS

O
N

E
 (lip

osom
alas)

Flucitosina 
5FC

A
N

C
O

TIL
Fluconazol

FC
Z

TR
IFLU

C
A

N
Itraconazol

ITZ
S

P
O

R
A

N
O

X
Voriconazol

V
O

R
V

FE
N

D

5 - P
R

E
C

A
U

C
IO

N
E

S
• Los reactivos d

e este kit se d
estinan al d

iagnóstico in vitro y d
eb

en ser
m

anip
ulad

os p
or p

ersonal d
e lab

oratorio.
• Las m

uestras y los reactivos sem
b

rad
os son p

rod
uctos p

otencialm
ente

infecciosos. D
eb

en ser m
anip

ulad
os con las p

recauciones hab
ituales resp

e-
tand

o las reglas d
e higiene y con arreglo a la reglam

entación local vigente
p

ara ese tip
o d

e p
rod

ucto.
• Las galerías contienen sustancias peligrosas y deben m

anipularse con pre-
caución (para m

ás inform
ación, consultar la ficha de datos de seguridad).

• 
N

o utilizar los reactivos una vez sup
erad

a la fecha d
e cad

ucid
ad

.
•  N

o utilizar los reactivos d
eteriorad

os o m
al conservad

os antes d
e su uti-

lización.

6 – O
B

T
E

N
C

IÓ
N

 D
E

 LA
S

 M
U

E
S

T
R

A
S

La determ
inación de la sensibilidad se debe realizar con colonias jóvenes, con

una edad m
áxim

a de 24 horas tras su aislam
iento, y perfectam

ente aisladas
a 37 °C

 (o a 30 °C
 para C

ryptococcus neoform
ans) en un m

edio gelosado,
preferentem

ente en placa P
etri. S

e recom
ienda efectuar el aislam

iento en
m

edios específicos de las levaduras. S
e aconseja usar el m

edio S
abouraud o

la gelosa crom
ogénica C

A
N

D
IC

H
R

O
M

 II de E
LITech M

IC
R

O
B

IO
 (R

ef. 44211
o R

ef. 44212).

7 – C
O

N
S

E
R

VA
C

IÓ
N

 D
E

 LO
S

 R
E

A
C

T
IV

O
S

C
onservad

os a 2-8 °C
 en su estad

o original, los reactivos son estab
les

hasta la fecha d
e cad

ucid
ad

 ind
icad

a en el kit.
Los reactivos están listos p

ara usar y d
eb

en utilizarse inm
ed

iatam
ente tras

su ap
ertura.

8 – R
E

A
C

T
IV

O
S

 Y
 M

A
T

E
R

IA
L N

E
C

E
S

A
R

IO
 P

E
R

O
 N

O
 S

U
M

IN
IS

T
R

A
D

O
• A

ceite d
e p

arafina
• P

ip
etas PA

S
TE

U
R

 estériles / P
ip

etas d
e 10 µL y 100 µL

• E
stufa a 37 °C

 y 30 °C
 (sólo p

ara C
ryp

tococcus)
• R

ecip
iente p

ara resid
uos contam

inad
os

9 - P
R

O
C

E
D

IM
IE

N
T

O
E

stab
ilizar lo

s reactivo
s a tem

p
eratura am

b
iente (18-25 °C

) antes d
e

usar.
9.1. P

r ep
aració

n d
el inó

culo
P

icar d
os o tres colonias aislad

as id
énticas con una p

ip
eta P

asteur con
tap

ón y p
asar a un m

ed
io S

U
S

P
E

N
S

IO
N

 FU
N

G
I. H

om
ogeneizar. La estan-

d
arización d

el inóculo se p
ued

e realizar d
e d

iferentes form
as:

C
on un d

ensitóm
etr o: 

C
on el d

ensitóm
etro se com

p
rueb

a q
ue la turb

id
ez d

el m
ed

io d
e susp

ensión
sem

b
rad

o es igual a 2 M
ac Farland

. S
i es necesario, p

roced
er com

o se ha
ind

icad
o anteriorm

ente p
ara ajustar la turb

id
ez.

C
om

p
arand

o con el frasco TC
 FU

N
G

I:
A

justar la op
acid

ad
 d

el m
ed

io S
U

S
P

E
N

S
IO

N
 FU

N
G

I sem
b

rad
o con la d

e TC
FU

N
G

I em
p

leand
o las rayas negras d

e las etiq
uetas d

el frasco. S
i el m

ed
io

d
e susp

ensión es m
ás claro (inóculo insuficiente), rep

etir la siem
b

ra hasta
ob

tener una op
acid

ad
 igual a la d

el frasco control. S
i el m

ed
io d

e susp
en-

sión es m
ás turb

io (inóculo d
em

asiad
o rico), d

iluir utilizand
o un frasco nuevo

d
e S

U
S

P
E

N
S

IÓ
N

 FU
N

G
I hasta conseguir la op

acid
ad

 correcta.
R

ecuento en célula d
e M

alassez : 
S

e p
ued

e estand
arizar el inóculo realizand

o un recuento d
e las levad

uras en
una célula d

e M
alassez. H

ay q
ue ob

tener una susp
ensión d

e 10
6

a 10
7

leva-
d

uras p
or m

L.
9.2. Ino

culació
n d

e la g
alería

C
o

ntro
l neg

ativo
Id

entificar claram
ente una galería FU

N
G

IFA
S

T A
FG

.
R

etirar la etiq
ueta ad

hesiva y d
istrib

uir en el p
ocillo 10 (C

-):
- 100 µL d

e m
ed

io M
E

S
 FU

N
G

I no sem
b

rad
o,

- 2 gotas d
e aceite d

e p
arafina.

Ino
culació

n d
el m

ed
io

 M
E

S
 FU

N
G

I
Inocular un m

ed
io M

E
S

 FU
N

G
I con 10 µL d

e S
U

S
P

E
N

S
IO

N
 FU

N
G

I sem
b

ra-
d

a y p
reviam

ente estand
arizad

a (§9.1).
H

om
ogeneizar.

Ino
culació

n d
e la g

alería
D

istrib
uir en cad

a uno d
e los p

ocillos, excep
to en el p

ocillo 10  (C
-) q

ue ya
está lleno:
- 100 µL d

e M
E

S
 FU

N
G

I p
reviam

ente sem
b

rad
o,

- 2 gotas d
e aceite d

e p
arafina.

C
olocar la etiq

ueta ad
hesiva sob

re la galería.

9.3. Incub
ació

n d
e la g

alería
- Incub

ar la galería a 37 °C
 d

urante 24 horas; si es necesario y d
ep

end
ien-

d
o d

e las cep
as, la incub

ación se p
ued

e m
antener hasta 48 horas.

Im
p

or tante: N
o leer a las 18-20 horas d

e incub
ación. A

unq
ue el p

ocillo d
e

control p
ositivo haya virad

o, se d
eb

e esp
erar 24 horas.

- P
ara las cep

as d
e C

ryp
tococcus neoform

ans
incub

ar la galería a 30 °C
 y,

si es necesario, m
antener la incub

ación hasta 72-96 horas.

10 -  LE
C

T
U

R
A

 E
 IN

T
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R
P

R
E

T A
C

IÓ
N

U
n cam

b
io d

e color d
el m

ed
io, d

esd
e el violeta oscuro inicial a rosa o a

incoloro, ind
ica la cap

acid
ad

 d
e la cep

a p
ara d

esarrollarse a la concentra-
ción d

e antifúngico p
rob

ad
a. 

P
or el contrario, la ausencia d

e cam
b

io d
e color d

el m
ed

io ind
ica q

ue la
cep

a se inhib
e a la concentración d

e antifúngico p
rob

ad
a.

10.1 V alid
ació

n (p
o

cillo
 co

ntro
l p

o
sitivo

 C
+

)
C

om
p

rob
ar q

ue el m
ed

io corresp
ond

iente al control d
e crecim

iento (C
+

) vira
a rosa o a incoloro. E

n caso contrario, m
antener la incub

ación (9.3). P
ara las

cep
as d

e C
. neoform

ans, la lectura es p
osib

le cuand
o el m

ed
io d

el p
ocillo

C
+

 vira a violeta claro.

10.2 C
o

ntr o
l neg

ativo
 d

e lectura (p
o

cillo
 co

ntro
l neg

ativo
 C

-)
Leer el cam

b
io d

e color resp
ecto al p

ocillo d
e control negativo 10 (C

-) q
ue

p
resenta el color inicial d

el m
ed

io.

10.3 Interp
r etació

n d
e lo

s resultad
o

s
P

ara facilitar la p
rueb

a, utilice la hoja d
e resultad

os incluid
a en el kit. Los

resultad
os se p

ued
en exp

resar en concentración m
ínim

a inhib
itoria o en

categorías clínicas.

C
on

cen
tración

 m
ín

im
a in

h
ib

itoria (C
M

I)
La C

M
I es la concentración m

ás b
aja en la q

ue no existe crecim
iento visib

le
d

e la b
acteria (p

rim
er p

ocillo d
ond

e el m
ed

io se m
antiene violeta oscuro).

C
ateg

orías clín
icas (S

 / I o S
-D

D
 / R

)
S

e 
d

ice 
q

ue 
la 

cep
a 

es 
S

ensib
le

(S
), 

Interm
ed

ia
(I) 

/ 
S

ensib
le 

D
osis

D
ep

end
iente

(S
-D

D
) o R

esistente
(R

) en función d
e las concentraciones crí-

ticas d
e antifúngico d

escritas en la siguiente tab
la:

C
oncentraciones críticas en µg/m

L p
ara C

and
id

a sp
p

.:

N
D

: 
N

o d
eterm

inad
a.

*: 
P

ara la anfotericina, una C
M

I >
 2 µg/m

L ind
ica una 

p
rob

ab
le resistencia.

**: 
C

oncentraciones d
eterm

inad
as p

or el C
LS

I.

10.4 A
d

ver tencias
C

. krusei p
resenta una resistencia intrínseca al fluconazol y d

eb
e consid

era-
se sistem

áticam
ente (R

) a este antifúngico.

11 – C
O

N
T

R
O

L D
E

 C
A

LID
A

D
P

ara com
p

rob
ar la estand

arización d
el m

étod
o, se recom

iend
a efectuar un

control d
e calid

ad
 d

e form
a p

eriód
ica utilizand

o las cep
as d

e referencia,
C

and
id

a alb
icans

ATC
C

 90028 y C
and

id
a krusei

ATC
C

 6258. Los valores
esp

erad
os d

e C
M

I se incluyen en la siguiente tab
la:

12 - C
A

U
S

A
S

 D
E

 E
R

R
O

R
E

S
• P

rep
aración d

el inóculo a p
artir d

e una m
ezcla d

e cultivos o con colonias
aislad

as con una anteriorid
ad

 sup
erior a 24 horas.

• Incub
ación d

e la galería a m
ás d

e 38 °C
.

• Lectura d
e la galería tras una incub

ación m
enor d

e 24 horas (ej: 18-20
horas).
• Lectura d

e la galería en ausencia d
e viraje d

e color en el p
ocillo d

e con-
trol d

e crecim
iento.

• Lectura d
e la galería 24 o 48 horas tras el viraje d

e color en el p
ocillo d

e
control d

e crecim
iento.

Y
 d

e form
a general, no resp

etar las recom
end

aciones d
el p

resente p
rosp

ec-
to.

13 - LÍM
IT

E
S

 D
E

L M
É

T
O

D
O

• E
l m

étod
o d

e d
eterm

inación in vitro d
e la sensib

ilid
ad

 a los antifúngicos
tiene un valor ind

icativo sob
re la interacción d

el p
ar antifúngico-levad

ura en
los tratam

ientos
in vivo.

• C
on

el itraconazol, el fluconazol y el voriconazol se p
ued

e p
rod

ucir un
fenóm

eno d
e arrastre, p

articularm
ente con la esp

ecie C
and

id
a alb

icans.
E

ste fenóm
eno se caracteriza p

or un viraje d
e color incom

p
leto (violeta

claro) id
éntico en tod

os los p
ocillos con un m

ism
o antifúngico.

14 - E
S

P
E

C
IFIC

A
C

IO
N

E
S

La evaluación d
e las p

restaciones ha sid
o realizad

a con la ayud
a d

e varias
cep

as (C
and

id
a alb

icans, C
. glab

rata, C
. p

arap
silosis, C

. trop
icalis, C

. lusita-
niae, 

C
. 

krusei, 
C

. 
kefyr, 

C
. 

guillierm
ond

ii, 
S

accharom
yces 

cerevisiae,
C

ryp
tococcus neoform

ans)
aislad

as d
e m

uestras m
icológicas p

roviniend
o

d
e varios servicios d

e centros hosp
itales o d

e lab
oratorios d

e análisis d
e

m
ed

icina d
e ciud

ad
.

E
l estud

io com
p

arativo ha sid
o efectuad

o p
aralelam

ente a m
étod

os d
e refe-

rencia, m
étod

o d
e m

icro d
ilución d

el E
U

C
A

S
T (a p

arte p
or la A

nfotericina B
)

y m
étod

o E
-Test d

e A
B

 B
iod

isk. Los resultad
os en p

orcentajes d
e concor-

d
ancia (en C

M
I categorizad

as) con los m
étod

os d
e referencia son com

uni-
cad

os en la tab
la m

ás ab
ajo:

N
D

: no d
eterm

inad
o

%
 conc: %

 d
e concord

ancia

C
on resp

ecto al tiem
p

o d
e incub

ación, 93,3%
 (97/104) d

e las cep
as han

p
erm

itid
o d

ar un resultad
o d

esp
ués d

e 24 horas.

15 – E
LIM

IN
A

C
IÓ

N
 D

E
 R

E
S

ID
U

O
S

Los resid
uos se elim

inarán con arreglo a las reglas d
e higiene y a  la regla-

m
entación local vigente p

ara este tip
o d

e reactivos.

16 - B
IB

LIO
G

R
A

FÍA
N

atio
nal C

o
m

m
ittee fo

r C
linical Lab

o
rato

ry S
tand

ard
s. 2002. R

eference
M

ethod
 

for 
B

roth 
D

ilution 
A

ntifungal 
S

uscep
tib

ility 
Testing 

of 
Yeasts.

A
p

p
roved

 stand
ard

. S
econd

 ed
ition. D

ocum
ent M

27-A
2. 

R
ex J.H

., M
.A

. P
faller, W

alsh T.J., C
haturved

i V., E
sp

inel-Ing
ro

ff A
.,

G
hanno

um
 M

.A
., G

o
sey L.L. , O

d
d

s F.C
., R

inald
i M

.G
., S

heehan D
.J. and

W
arno

ck D
.W

. 2001. A
ntifungal S

uscep
tib

ility Testing: P
ractical A

sp
ects

and
 current C

hallenges. C
linical M

icrob
iology R

eview
s, 14(4):643-658.

FU
N

G
IFA

S
T

®
 es una m

arca p
atentad

a d
e E

LITech M
IC

R
O

B
IO

FU
N

G
IFA

S
T

®
A

FG

D
eterm

inació
n d

e la sensib
ilid

ad
 d

e las
levad

uras a lo
s antifúng

ico
s

12 p
rueb

as
(R

ef. 44412)

E
LITech M

IC
R

O
B

IO
P

arc d
’activités d

u P
lateau

19, allée d
’A

thènes
83870 S

IG
N

E
S

 - FR
A

N
C

E
Tél. : 04 94 88 55 00
Fax : 04 94 88 55 22

D
escrip

ció
n

Q
uantid

ad

S
U

S
P

E
N

S
IO

N
F

U
N

G
I 

: 
F

rasco
 

d
e 

4 
m

L 
d

e 
m

ed
io

 
sem

i-gelosad
o tam

p
onad

o p
ara resusp

end
er las colonias y

p
ara la stand

arización; contiene B
acto A

gar, colim
icina y

vancom
icina.

14

M
E

S
 FU

N
G

I
: Frasco d

e 5 m
L d

e m
ed

io líq
uid

o p
ara el 

estud
io d

e la sensib
ilid

ad
 (m

ed
io R

P
M

I m
od

ificad
o) q

ue
contiene 

resazurina 
com

o 
ind

icad
or 

d
e 

crecim
iento 

y 
glucosa.

12

T
C

 FU
N

G
I

:  Frasco d
e 4 m

L d
e sulfato d

e b
ario p

ara
controlar la estand

arización d
el inóculo.

1

G
alerie FU

N
G

IFA
S

T
 A

FG
 : G

alería d
e 20 p

ocillos, p
ara una

p
rueb

a, envasad
a ind

ivid
ualm

ente en una b
olsa d

e alum
i-

nio. 
12

S
 

I
S

D
D

R
 

A
nfo

tericina B
*

N
D

N
D

-
N

D

Flucito
sina**

<
4

8-16
-

>
32

Itraco
nazo

le**
<

0,125 
-

0,25-0,5
>

1

Fluco
nazo

le**
<

8
-

16-32
>

64

Vo
rico

nazo
l **

<
1

-
2

>
4

A
ntifúng

ico
 

p
ro

b
ad

o

C
and

id
a alb

icans
ATC

C
 90028

C
and

id
a krusei

ATC
C

 6258

24 horas
24 horas

A
nfotericina B

<
0,5 µg/m

L
<

0,5 µg/m
L

Flucitosina
<

4 µg/m
L

<
4-16 µg/m

L

Itraconazole
<

0,125 - 0,5 µg/m
L

0,125-1 µg/m
L

Fluconazole
<

8 µg/m
L

32 - >
64 µg/m

L

Voriconazole
<

1 µg/m
L

<
1 µg/m

L

A
B

5-FC
IT

Z
FC

Z
V

R
Z

%
C

o
nc.

N
D

n =
 56

n =
 56

n =
 56

n =
 56

-

E
U

C
A

S
T

N
D

92,9%
69,6%

73,2%
92,9%

82,2%

n =
 100

n =
 99

n =
 99

n =
 99

n =
 100

-

E
-Test

99%
90,9%

79,8%
84,8%

97%
90,3%

IMIM

C
+

   
C

-   

Itraco
nazo

le

4          8         16         32     0.125     0.25      0.5        1 

Flucyto
sine  

Fl
uc

o
na

zo
le
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l - FIN
A

LID
A

D
E

O
 d

isp
ositivo FU

N
G

IFA
S

T A
FG

 p
erm

ite d
eterm

inar a sensib
ilid

ad
e d

os
fungos m

ais freq
uentem

ente encontrad
os em

 p
atologia hum

ana, a d
iversos

antifúng
ico

s 
utilizad

o
s 

p
ara 

tratam
ento

 
d

e 
m

ico
ses 

sup
erficiais 

o
u

p
rofund

as. 

2 – IN
T

E
R

E
S

S
E

 D
O

 D
IS

P
O

S
IT

IV
O

U
m

 
aum

ento 
na 

freq
uência 

d
as 

infecções 
fúngicas 

nosocom
iais 

ou
com

unitárias, o ap
arecim

ento d
e resistência aos antifúngicos hab

itualm
ente

utilizad
os, 

b
em

 
com

o 
a 

introd
ução 

no 
m

ercad
o 

d
e 

novas 
m

oléculas,
d

eterm
inam

 
a 

necessid
ad

e 
d

e 
um

a 
avaliação 

d
o 

com
p

ortam
ento 

d
os

fungos p
erante os antifúngicos. 

O
s m

étod
os d

e referência p
ara testar a suscep

tib
ilid

ad
e a antifúngicos d

o
C

LS
I (C

linical Lab
oratory S

tand
ard

s Institute) e d
o E

U
C

A
S

T (E
urop

ean
C

om
m

ittee on A
ntib

iotic S
uscep

tib
ility Testing) são técnicas lab

oriosas e
não ad

eq
uad

as à rotina lab
oratorial.

O
 

teste 
FU

N
G

IFA
S

T 
A

FG
 

utiliza 
um

 
m

étod
o 

líq
uid

o 
colorim

étrico 
em

m
icrod

iluição. É
 ráp

id
o, sim

p
les d

e utilizar, fácil d
e ler e ad

ap
tad

o a tod
os

os lab
oratórios d

e análises. A
lém

 d
isso, ap

resenta b
oa correlação em

relação aos m
étod

os d
e referência. 

3 - P
R

IN
C

ÍP
IO

A
 d

eterm
inação d

a sensib
ilid

ad
e d

os fungos aos antifúngicos b
aseia-se no

crescim
ento, ou não, d

estes fungos em
 p

resença d
e d

iferentes antifúngicos
p

resentes em
 três ou q

uatro concentrações. 
E

ste crescim
ento em

 m
eio líq

uid
o é visualizad

o através d
e um

a alteração d
e

cor d
o m

eio. A
 ferm

entação d
a glicose p

elos fungos p
rovoca um

a red
ução

d
o ind

icad
or red

ox q
ue faz com

 q
ue o violeta escuro p

asse a rosa ou a
incolor. 
O

s resultad
os são interp

retad
os ap

ós 24 horas d
e incub

ação, d
esd

e a
alteração d

e cor d
o m

eio d
o p

oço d
e controlo p

ositivo d
e crescim

ento (C
+

).
O

 p
oço corresp

ond
ente, isento d

e antifúngico, é inoculad
o com

 o m
eio

M
E

S
 FU

N
G

I inoculad
o.

A
 ausência d

e alteração d
e cor no m

eio d
o p

oço d
e controlo negativo (C

-)
p

erm
ite com

p
arar facilm

ente a alteração d
e cor nos outros p

oços. O
 p

oço
corresp

ond
ente, isento d

e antifúngico, é inoculad
o p

elo m
eio M

E
S

 FU
N

G
I

não inoculad
o.

4 – R
E

A
G

E
N

T
E

S

C
om

p
osição d

a g
aleria

A
 galeria FU

N
G

IFA
S

T A
FG

 contém
 d

iferentes antifúngicos, nas seguintes
concentrações:
p

oço 1 (C
+

): (0 µg/m
L)

p
oço 11 (A

B
): (0,5 µg/m

L)
p

oço 2 (5FC
): (4 µg/m

L) 
p

oço 12 (A
B

): (1 µg/m
L)

p
oço 3 (5FC

): (8 µg/m
L)

p
oço 13 (A

B
): (2 µg/m

L)
p

oço 4 (5FC
): (16 µg/m

L)
p

oço 14 (FC
Z

): (8 µg/m
L)

p
oço 5 (5FC

): (32 µg/m
L)

p
oço 15 (FC

Z
): (16 µg/m

L)
p

oço 6 (ITZ
): (0,125 µg/m

L)
p

oço 16 (FC
Z

): (32 µg/m
L)

p
oço 7 (ITZ

): (0,25 µg/m
L) 

p
oço 17 (FC

Z
): (64 µg/m

L)
p

oço 8 (ITZ
): (0,5 µg/m

L)
p

oço 18 (V
R

Z
): (1 µg/m

L)
p

oço 9 (ITZ
): (1 µg/m

L)
p

oço 19 (V
R

Z
): (2 µg/m

L)
p

oço 10 (C
-): (0 µg/m

L)
p

oço 20 (V
R

Z
): (4 µg/m

L)

P
rin

cíp
io activo

A
b

r.
D

en
om

in
ação com

ercial
A

nfotericina B
A

B
FU

N
G

IZ
O

N
E

 (convencional)
A

B
E

LC
E

T, A
M

B
IS

O
N

E
 (com

 lip
osom

as)
Flucitosina 

5FC
A

N
C

O
TIL

Fluconazole
FC

Z
TR

IFLU
C

A
N

Itraconazole
ITZ

S
P

O
R

A
N

O
X

Voriconazole
V

O
R

V
FE

N
D

5 - P
R

E
C

A
U

Ç
Õ

E
S

• O
s reagentes contid

os neste d
isp

ositivo d
estinam

-se a d
iagnóstico in vitro

e d
evem

 ser m
anip

ulad
os p

or p
essoal hab

ilitad
o p

ara o efeito.
•

A
s am

ostras e os reagentes inoculad
os são p

otencialm
ente infecciosos,

p
elo q

ue d
evem

 ser m
anip

ulad
os com

 as p
recauções hab

ituais, resp
eitand

o
as regras d

e higiene e a regulam
entação em

 vigor nos p
aíses ond

e este tip
o

d
e p

rod
uto é utilizad

o. 
• A

s galerias contêm
 sub

stâncias p
erigosas e d

evem
 ser m

anip
ulad

as com
p

recaução (p
ara m

ais inform
ações é favor rep

ortar-se à ficha d
e d

ad
os d

e
segurança)
• 

N
ão utilizar reagentes q

ue tenham
 ultrap

assad
o o p

razo d
e valid

ad
e.

• N
ão utilizar reagentes d

anificad
os ou ind

evid
am

ente conservad
os antes

d
a utilização. 

6 – C
O

LH
E

IT A
 D

A
S

 A
M

O
S

T
R

A
S

A
 d

eterm
inação d

a sensib
ilid

ad
e d

eve ser realizad
a a p

artir d
e colónias

jovens, com
 um

 m
áxim

o d
e 24 horas ap

ós o isolam
ento, e p

erfeitam
ente

isolad
as a 37 °C

 (ou a 30 °C
 p

ara C
ryp

tococcus neoform
ans) em

 m
eio d

e
gelose, d

e p
referência sob

re p
laca d

e P
étri. R

ecom
end

a-se efectuar o
isolam

ento em
 m

eios esp
ecíficos p

ara fungos. O
 m

eio S
ab

ouraud
 ou a

gelose crom
ogénica C

A
N

D
IC

H
R

O
M

 II d
e E

LITech M
IC

R
O

B
IO

 (R
ef. 44211

ou R
ef. 44212) são aconselhad

os. 

7 – C
O

N
S

E
R

VA
Ç

Ã
O

 D
O

S
 R

E
A

G
E

N
T

E
S

Q
uand

o conservad
os a 2-8 °C

, na em
b

alagem
 d

e origem
, os reagentes

m
antêm

-se estáveis até ao p
razo d

e valid
ad

e ind
icad

o na em
b

alagem
. 

O
s reagentes estão p

rontos a usar e d
evem

 ser utilizad
os im

ed
iatam

ente
ap

ós a ab
ertura.

8 – R
E

A
G

E
N

T
E

S
 E

 M
A

T
E

R
IA

L N
E

C
E

S
S

Á
R

IO
 M

A
S

 N
Ã

O
 FO

R
N

E
C

ID
O

• Ó
leo d

e p
arafina

• P
ip

etas PA
S

TE
U

R
 esterilizad

as / P
ip

etas d
e 10 µL e 100 µL

• E
stufa a 37 °C

 e 30 °C
 (ap

enas p
ara C

ryp
tococcus)

• R
ecip

iente p
ara resíd

uos contam
inad

os

9 – M
O

D
O

 D
E

 FU
N

C
IO

N
A

M
E

N
T

O
Levar o

s reag
entes à tem

p
eratura am

b
iente (18-25 °C

) antes d
e usar. 

9.1. P
r ep

aração
 d

o
 inó

culo
 

P
icar d

uas a três colónias isolad
as id

ênticas, p
or m

eio d
e um

a p
ip

eta
P

asteur 
com

 
tam

p
a. 

D
ep

ois, 
d

escarregá-las 
num

 
m

eio 
S

U
S

P
E

N
S

IO
N

FU
N

G
I. H

om
ogeneizar. A

 stand
ard

ização d
o inóculo p

od
e ser realizad

a d
e

várias m
aneiras:

P
or m

eio d
e um

 d
ensitóm

etr o: 
Verificar, através d

o d
ensitóm

etro, se a turvação d
o m

eio d
e susp

ensão
inoculad

o é igual a 2 M
ac Farland

. S
e necessário, p

roced
er com

o ind
icad

o
anteriorm

ente p
ara ajustar a turvação. 

C
om

 r elação ao frasco TC
 FU

N
G

I:
A

justar a op
acid

ad
e d

o m
eio S

U
S

P
E

N
S

IO
N

 FU
N

G
I inoculad

o à d
o TC

FU
N

G
I, orientand

o-se p
elos traços p

retos d
as etiq

uetas d
o frasco. S

e o
m

eio d
e susp

ensão for m
ais claro (inóculo insuficiente), voltar a inocular o

frasco até ob
tenção d

e um
a op

acid
ad

e igual à d
o frasco d

e controlo. S
e o

m
eio d

e susp
ensão for m

ais turvo (inóculo em
 excesso), d

iluir p
or m

eio d
e

um
 novo frasco S

U
S

P
E

N
S

IO
N

 FU
N

G
I até ob

tenção d
a op

acid
ad

e correcta. 
C

ontagem
 em

 célula d
e M

alassez : 
É

 possível standardizar o inóculo efectuando um
a contagem

 dos fungos em
célula de M

alassez. D
eve-se obter um

a suspensão de 10
6a 10

7fungos por m
L.

9.2. Ino
culação

 d
a g

aleria
C

o
ntro

lo
 neg

ativo
Id

entificar correctam
ente um

a galeria FU
N

G
IFA

S
T A

FG
.

R
etirar a etiq

ueta ad
esiva e d

istrib
uir no p

oço 10 (C
-):

- 100 µL d
e m

eio M
E

S
 FU

N
G

I não inoculad
o,

- 2 gotas d
e óleo d

e p
arafina.

Ino
culação

 d
o

 m
eio

 M
E

S
 FU

N
G

I
Inocular 

um
 

m
eio 

M
E

S
 

FU
N

G
I 

com
 

10 
µL 

d
e 

S
U

S
P

E
N

S
IO

N
 

FU
N

G
I

inoculad
a e p

reviam
ente stand

ard
izad

a (§9.1).
H

om
ogeneizar. 

Ino
culação

 d
a g

aleria
D

istrib
uir 

em
 

cad
a 

um
 

d
os 

p
oços, 

à 
excep

ção 
d

o 
p

oço 
10 

(C
-) 

já
p

reenchid
o:

- 100 µL d
e M

E
S

 FU
N

G
I p

reviam
ente inoculad

o,
- 2 gotas d

e óleo d
e p

arafina.
Voltar a colocar a etiq

ueta ad
esiva sob

re a galeria.
9.3. Incub

ação
 d

a g
aleria

- Incub
ar a galeria a 37 °C

 d
urante 24 horas, se necessário e consoante as

estirp
es, p

rosseguir a incub
ação até 48 horas.

Im
p

or tante: N
ão efectuar a leitura a 18-20 horas d

e incub
ação, m

esm
o q

ue
o p

oço d
e controlo p

ositivo tenha m
ud

ad
o d

e cor, m
as aguard

ar sem
p

re as
24 horas. 
- P

ara as estirp
es d

e C
ryp

tococcus neoform
ans

incub
ar a galeria a 30 °C

 e,
se necessário, p

rosseguir a incub
ação até às 72-96 horas.

10 -  LE
IT

U
R

A
 E

 IN
T

E
R

P
R

E
T A

Ç
Ã

O
U

m
a alteração d

e cor d
o m

eio, inicialm
ente violeta escuro, p

ara rosa ou
incolor, trad

uz a cap
acid

ad
e d

a estirp
e em

 se d
esenvolver à concentração

testad
a d

o antifúngico. 
Inversam

ente, a ausência d
e alteração d

e cor d
o m

eio ind
ica q

ue a estirp
e

foi inib
id

a à concentração testad
a d

o antifúngico.

10.1 V alid
ação

 (p
o

ço
 d

e co
ntro

lo
 p

o
sitivo

 C
+

)
Verificar se o m

eio corresp
ond

ente ao controlo d
e crescim

ento (C
+

) p
assou

a rosa ou a incolor; se não, p
rosseguir a incub

ação (9.3). P
ara as estirp

es
d

e C
. neoform

ans, a leitura é p
ossível logo q

ue o m
eio d

o p
oço C

 +
 p

assou
ao violeta claro. 

10.2 C
o

ntr o
lo

 neg
ativo

 d
e leitura (p

o
ço

 d
e co

ntro
lo

 neg
ativo

 C
-)

R
egistar a alteração d

e cor com
 relação ao p

oço d
e controlo negativo 10

(C
-) q

ue ap
resenta a cor inicial d

o m
eio. 

10.3 Interp
r etação

 d
o

s resultad
o

s
P

ara m
aior facilid

ad
e, utilizar a folha d

e resultad
os incluíd

a na em
b

alagem
.

O
s resultad

os p
od

em
 ser exp

ressos em
 concentração m

ínim
a inib

itória ou
em

 classificações clínicas. 

C
on

cen
tração m

ín
im

a in
ib

itória (C
M

I)
A

 C
M

I é d
eterm

inad
a p

ela concentração m
ais fraca p

ara a q
ual não se

regista crescim
ento visível d

a b
actéria (p

rim
eiro p

oço em
 q

ue o m
eio se

m
antém

 violeta escuro).

C
lassificação clín

ica (S
 / I ou

 S
-D

D
 / R

)
A

 estirp
e d

iz-se S
ensível (S

), Interm
éd

ia
(I) / S

ensível D
ep

end
ente d

a D
ose

(S
-D

D
) 

ou 
R

esistente
(R

). 
em

 
função 

d
as 

concentrações
criticas 

d
o

antifúngico d
escritas no q

uad
ro seguinte:

C
oncentrações críticas em

 µg/m
L p

ara C
and

id
a sp

p
.:

N
D

 : 
N

ão d
eterm

inad
o.

* : 
P

ara a anfotericina, um
a C

M
I >

 2 µg/m
L ind

ica um
a 

resistência p
rovável.

** : 
C

oncentrações d
eterm

inad
as p

elo C
LS

I.

10.4 O
b

ser vaçõ
es

C
. krusei ap

resenta um
a resistência intrínseca ao fluconazole e d

eve ser
sistem

aticam
ente sub

m
etid

a (R
) a este antifúngico.

11 – C
O

N
T

R
O

LO
 D

E
 Q

U
A

LID
A

D
E

A
 fim

 d
e verificar a stand

ard
ização d

o m
étod

o, recom
end

a-se realizar
p

eriod
icam

ente 
um

 
controlo 

d
e 

q
ualid

ad
e, 

utilizand
o 

as 
estirp

es 
d

e
referência, C

and
id

a alb
icans

ATC
C

 90028 e C
and

id
a kruseiATC

C
 6258. O

s
valores d

e C
M

I esp
erad

os são fornecid
os no q

uad
ro seguinte:

12 – C
A

U
S

A
S

 D
E

 E
R

R
O

 
• P

rep
aração d

o inóculo a p
artir d

e um
a m

istura d
e cultura ou com

 colónias
isolad

as d
e m

ais d
e 24 horas.

• Incub
ação d

a galeria acim
a d

e 38 °C
.

• Leitura d
a galeria antes d

e um
 tem

p
o d

e incub
ação d

e 24 horas (p
.ex: 18-

20 horas).
• Leitura d

a galeria na ausência d
e alteração d

e cor, no p
oço d

e controlo d
e

crescim
ento. 

• Leitura d
a galeria 24 ou 48 horas ap

ós a alteração d
e cor no p

oço d
e

controlo d
e crescim

ento. 
E

, 
d

e 
um

a 
m

aneira 
geral, 

o 
incum

p
rim

ento 
d

as 
recom

end
ações 

aq
ui

ap
resentad

as. 

13 – LIM
IT A

Ç
Õ

E
S

 D
O

 M
É

T
O

D
O

• O
 m

étod
o d

e d
eterm

inação in vitro d
a sensib

ilid
ad

e aos antifúngicos tem
um

 valor ind
icativo sob

re a interacção d
a ligação antifúngica/fungo, em

tratam
entos in vivo.

•
P

ara o itraconazole, fluconazole e voriconazole p
od

e p
rod

uzir-se um
fenóm

eno d
e arrastam

ento, nom
ead

am
ente q

uanto à esp
écie C

and
id

a
alb

icans. E
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