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RESUMEN

Se ha estudiado la influencia del medio de cultivo y el tiempo de incubacién en la actividad fungistética y fungicida de la caspofungina, asi
como la frecuencia de apariciéon de efecto paraddjico, en 144 levaduras aisladas en hemocultivo (42 Candida tropicalis, 32 Candida glabra-
ta, 271 Candida krusei, 20 Candida parapsilosis, 77 Candida guilliermondii, 4 Candida famata, 3 Candida lusitaniae, 3 Blastoschizomyces ca-
pitatus, 2 Saccharomyces cerevisiae, 2 Yarrowia lipolytica, 7 Candida inconspicua, 7 Candida lambica, 7 Candida sake y 7 Pichia ohmeri). Los
medios ensayados fueron RPMI 1640, Medio Antibiético #3 (AM#3) y AM#3 con un 2% de glucosa (AM#3-G). Se determind la CMI, (=50%
inhibicién del crecimiento) y la CMI,, (100% inhibicién) a las 24 y 48 horas de incubacion, y la concentracién minima fungicida (CMF). La ac-
tividad de la caspofungina fue mayor en AM#3, sequida de AM#3-G y RPMI; y la media geométrica de la CMI, a las 24/48 horas de incu-
bacion fue 0,06/0,12, 0,1/0,2 y 0,65/0,89 mg/l, respectivamente. La media geométrica de la CMI, fue 0,1/0,17 (AM#3), 0,16/0,25 (AM#3-
G) y 1,06/1,7 mg/l (RPMI). La caspofungina fue fungicida en los tres medios de cultivo (media geométrica de la CMF 0,28, 0,38 y 3 mg/l en
AM#3, AM#3-G y RPMI, respectivamente). El porcentaje de aislamientos tolerantes a la caspofungina (CMF 28 x CMl,)) fue 8,09% (AM#3),
8,3% (AM#3-G) y 13,9% (RPMI). El medio de cultivo en que menos influyé el tiempo de incubacion fue RPMI, y en el que mas influyd fue
AM#3 (en el 93,7% y el 78,2% de los aislamientos la CMI, aumenté <2 log al prolongar el tiempo de incubacion, respectivamente). La fre-
cuencia de efecto paraddjico es dependiente de la especie, el aislamiento y el medio. Se observa a =8 mg/l en RPMI, a =2 mg/l en AM#3 y a
>4 mg/l en AM#3-G, es més frecuente en RPMI y en C. tropicalis, y menos habitual en C. krusei y C. glabrata.
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The fungicidal activity and paradoxical effect
of caspofungin on years.
Influence of culture medium and incubation time

SUMMARY

The effect of culture medium and incubation time on the fungicidal activity of caspofungin and on the frequency of paradoxical effect has
been studied in 144 blood culture isolates (42, Candida tropicalis, 32 Candida glabrata, 27 Candida krusei, 20 Candida parapsilosis, 77
Candida guilliermondii, 4 Candida famata, 3 Candida lusitaniae, 3 Blastoschizomyces capitatus, 2 Saccharomyces cerevisiae, 2 Yarrowia li-
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polytica, 7 Candida inconspicua, 7 Candida lambica, 7 Candida sake y 7 Pichia ohmeri). The media assayed were standard RPMI 1640,
Antibiotic Medium #3 (AM#3) and AM#3 with 2% of dextrose (AM#3-G). MIC, (=50% growth inhibition) and MIC, (100% inhibition) at
24 and 48h and the minimum fungicidal concentration (MFC) were determined. The greatest activity of caspofungin was obtained in AM#3
medium followed by AM#3-G and RPMI. Geometric means (GM) MIC, at 24/48 h incubation were 0.06/0.12, 0.1/0.2 and 0.65/0.89 mg/I,
respectively. GMMIC, was 0.1/0.17 (AM#3), 0.16/0.25 (AM#3-G) and 1.06/1.7 mg/I (RPMI). Caspofungin showed fungicidal activity in the
three media (GM-MFC, 0.28, 0.38 and 3 mg/l in AM#3, AM#3-G and RPMI, respectively). The percentage of caspofungin tolerant isolates
(MFC 28 x MIC,) was 8.09% (AM#3), 8.3% (AM#3-G) and 13.9% (RPMI). RPMI was the medium less affected by the incubation time and
AM#3 the most affected (93.7 and 78.2% of isolates the MIC, increased <2 Log from 24 to 48 h incubation, respectively). The frequency of
paradoxical effect was species-, isolate- and medium- dependent. It is observed at <8 mg/l (RPMI), >2 mg/l (AM#3) and >4 mg/l (AM#3-G).
The highest frequency was obtained in RPMI medium and C. tropicalis species and the lowest frequency for C. krusei y C. glabrata.
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INTRODUCCION

En los primeros estudios realizados para determinar la
actividad de las equinocandinas, concretamente en los rea-
lizados con caspofungina, se utilizaban indistintamente
dos criterios para determinar el punto final de la CMI: la
concentracion mds baja que inhibia el 80% o el 100% del
crecimiento, en comparacién con el crecimiento control
(1). Ello contribuia a que los intervalos de la CMI para la
misma especie tuvieran gran variabilidad dependiendo de
los autores y del punto final elegido. Las mayores variacio-
nes se obtenfan cuando se utilizaba la CMI,, como punto fi-
nal (2), debido entre otras causas a la particularidad hoy
conocida de las equinocandinas de perder actividad a con-
centraciones elevadas, lo que se conoce como efecto para-
déjico, descrito ya en 1948 por Eagle con la penicilina (3,
4). Este efecto puede detectarse visualmente y no debe con-
fundirse con el trailing (crecimiento que sigue a concen-
traciones superiores a la CMI,, 50% de inhibici6n del cre-
cimiento). El efecto paraddjico es una reaparicion del cre-
cimiento a concentraciones elevadas, después de sucesivas
concentraciones sin crecimiento, o bien un crecimiento su-
perior al obtenido en la CMI (5). En algunos aislamientos
se pueden observar ambos fendmenos (trailing y efecto pa-
radéjico). Por otra parte, el miniefecto paradédjico, no de-
tectable visualmente, se puede observar al determinar la
concentracion minima fungicida (CMF); en este caso se
obtiene mayor nimero de células viables a concentracio-
nes superiores a la CMF.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la in-
fluencia del medio de cultivo y del tiempo de incubacién
en la aparicién del efecto paraddjico y en la actividad fun-
gistatica y fungicida de la caspofungina.

MATERIAL Y METODOS
Microorganismos

El efecto del medio de cultivo, el tiempo de incubacién
y el criterio de punto final en la actividad de la caspofun-

gina se determinaron en 144 aislamientos de levaduras ob-
tenidas de hemocultivo: 42 Candida tropicalis, 32 Candida
glabrata, 21 Candida krusei, 20 Candida parapsilosis, 11
Candida guilliermondii, 4 Candida famata, 3 Candida lu-
sitaniae, 3 Blastoschizomyces capitatus, 2 Saccharomyces
cerevisiae, 2 Yarrowia lipolytica, 1 Candida inconspicua,
1 Candida lambica, 1 Candida sake y 1 Pichia ohmeri.

Todas las levaduras se identificaron mediante las tarje-
tas YEAST CARD® del sistema automatico VITEK® (Bio-
Merieux Inc., Francia), y se mantuvieron en suspension
acuosa a temperatura ambiente hasta su utilizacién para las
pruebas de sensibilidad. Antes de realizar estas pruebas se
resembraron dos veces consecutivas en agar glucosado de
Sabouraud (SDA) (Difco).

Medios de cultivo

La actividad de la caspofungina se ha estudiado en tres
medios de cultivo: el médio estandar RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, Madrid) con glutamina y sin bicarbonato sédico,
tamponado con dcido morfolino propano sulfénico (MOPS)
0,164 M y ajustado a pH 7 + 0,1 (RPMI); medio antibi6ti-
co #3 (AM#3) (Difco) y el mismo AM#3 suplementado
con un 2% de glucosa (AM#3-G).

Preparacion del antifungico

A partir de caspofungina en forma de polvo valorado,
obtenido por gentileza de los laboratorios Merk, Sharp &
Dohme (Madrid), se peso la cantidad suficiente para obtener
una solucién inicial de 1280 mg/1 en agua destilada estéril.

De la solucién madre de caspofungina se prepararon
una serie de diluciones dobles aditivas a una concentracién
10 veces superior a la concentracion final deseada, utili-
zando como diluyente el medio de cultivo correspondien-
te. Las concentraciones finales ensayadas fueron de 64 a
0,12 mg/l en el medio RPMI y de 32 a 0,001 mg/l en AM#3
y AM#3-G.
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Preparacion del inéculo

El in6éculo se prepard a partir de un cultivo de 24 horas
a 35 °C en SDA, resuspendiendo las levaduras en agua
destilada y ajustando con un espectrofotémetro (A 530 nm)
a una densidad Optica del 0,5 McFarland. De este modo se
obtuvo una suspensién de entre 1x10°y 5x10° UFC/ml.
A continuacién se realizé una dilucién 1:1000 en el medio
de cultivo a ensayar (concentracion final 0,5x 103 - 2,5 x
10° UFC/ml). No obstante, en cada experiencia se comprob6
el tamafio del in6culo y la pureza del cultivo mediante siem-
bra de 10 pl del pocillo control de crecimiento en CHROM-
agar (Izasa, Barcelona) y recuento del nimero de colonias
tras 24 a 48 horas de incubacion.

Estudios de sensibilidad
Determinacion de la CMI

Se siguieron las especificaciones del documento M27-
A2 del Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, an-
tes NCCLS) (6) en los tres medios de cultivo. La CMI se
definié como la concentracion mas baja de antiftingico que
produjo una inhibicién del crecimiento >50% (CML,) y del
100% (CMI,), con respecto al crecimiento en el pocillo
control. En todos los ensayos se incluy6 C. krusei ATCC
6258 como control de calidad.

Determinacion de la concentracion
minima fungicida (CMF)

La actividad fungicida de la caspofungina se determiné
segun el método descrito por Cantén y cols. (7). Para ello se
transfirieron, previa agitacién con una micropipeta, 100 ul
de todos los pocillos sin crecimiento en las placas de micro-
dilucién de la CMI a placas de SDA. Para evitar el efecto
del antifiingico arrastrado con la muestra, las alicuotas se
depositaron sobre la placa y se dejaron secar antes de pro-
ceder a la separacién de las células. El recuento del nime-
ro de colonias se llevé a cabo tras incubacién a 35 °C du-
rante 48 horas. La CMF se definié como la concentracién
mas baja de antifiingico que produjo una reduccién del nd-
mero de colonias viables 299% con respecto al indculo ini-
cial (menos de dos colonias).

Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura de los resultados se realiz6 por comparacién
entre el crecimiento (turbidez) observado en cada uno de
los pocillos con antifingico y el del pocillo control de cre-
cimiento a las 24 y 48 horas de incubacién. Esta compara-
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cion se realizé de forma visual, con ayuda de un espejo in-
vertido.

Analisis de los resultados

En cada medio de cultivo se calcularon los siguientes
valores: la media geométrica de la CMIL,, la CMI, y la
CMF; y la CMIL,, la CMI, y la CMF que inhibieron al 50%
(CML50, CMI,50 y CMF50) y al 90% (CMIL,90, CMI,90
y CMF90) de los aislamientos. Todos los valores fueron in-
cluidos en los cédlculos. Los valores fuera de escala, por
ejemplo =264, <0,12 y <0,001, se procesaron como 64, 0,12
y 0,001, respectivamente. Para el estudio de la concordan-
cia de los resultados entre los medios y los tiempos de incu-
bacién ensayados, se considerd el mismo resultado cuando
la diferencia entre las CMI o las CMF era <2 diluciones.
La correlacién entre los resultados obtenidos en los distin-
tos medios y tiempos de incubacién se determiné median-
te el coeficiente de correlacion de Pearson.

RESULTADOS

Influencia del medio de cultivo
en la actividad de la caspofungina

La actividad in vitro de la caspofungina en los medios
ensayados se resume en la Tabla 1. En RPMI, la CM1, y la
CMI,, fueron <2 mg/l para el 100% y el 93,06% de los ais-
lamientos, respectivamente. Los aislamientos para los que
la CMI,, fue >2 mg/I pertenecian a las especies C. guillier-
mondii (4), C. parapsilosis (2), C. krusei (1), C. famata (1),
B. capitatus (1) y Y. lipolytica (1); en éstos, el valor mas
frecuente de la CMI,, fue 64 mg/l. La CMF fue <2 mg/I pa-
ra el 74,3% de los aislamientos. En el 93% de los aisla-
mientos la CMI, fue igual o dos diluciones menor que la
CMI,,. La CMF fue igual a la CMI, en el 75% de los casos.
Un 13,9% de las levaduras fueron tolerantes a la caspofun-
gina (CMF 28 XCMI,). Hay que destacar que para el
74,31% de los aislamientos tolerantes la CMF fue <2 mg/l,
y sélo en el 16,6% fue 264 mg/1 (37,5% C. parapsilosis y
29,2% C. guilliermondii).

En el medio AM#3, la CML, fue <0,5 mg/l para el
99,31% de los aislamientos (excepto uno de C. parapsilosis
con CMI, de 1 mg/l) y la CMI, fue <1 mg/l en el 98,61%.
Los aislamientos con CMI; >1 mg/l pertenecian a las es-
pecies C. guilliermondii (232 mg/l) y Y. lipolytica (2 mg/1).
En general, la CMI, fue igual o dos diluciones mayor que
la CML,; s6lo en el 0,7% de los aislamientos la diferencia
fue mayor de tres diluciones. La CMF en el medio AM#3
fue <I mg/l para el 92,65% de los aislamientos. Las especies
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con CMF >1 mg/l fueron 3 C. guilliermondii, 2 C. krusei,
1 C. famata, 1 B. capitatus y 1 Y. lipolytica. En este medio,
el 8,09% de los aislamientos fueron tolerantes a la caspo-
fungina.

En el medio AM#3-G, la CMI, fue <0,5 mg/l en el
98,61% de los aislamientos y la CMI fue <1 mg/l en el
97,92%. Sélo en un aislamiento de C. parapsilosis y otro
de Y. lipolytica la CMI, fue de 1 mg/l. Las levaduras con
CMI,, >1 mg/l fueron 2 C. guilliermondii (CMI; 2 y 232
mg/l) y 1 Y. lipolytica (CMI; 2 mg/l). En este medio, la di-
ferencia entre los valores de la CMI, y la CMI|, fue <2 di-
luciones excepto en un aislamiento. La CMF fue <1 mg/l
para el 91,60% de los aislamientos y =216 mg/l en 11 (1
C. famata, 4 C. guilliermondii, 1 C. parapsilosis, 4 C. tro-
picalis y 1 Y. lipolytica). El 8,3% de los aislamientos fue-
ron tolerantes a la caspofungina.

Enla Fig. 1 se representa el porcentaje acumulado de la
CMIZ, la CMI, y la CMF en los tres medios de cultivo, y
en la Tabla 2 la concordancia de los resultados obtenidos
en AM#3 y AM#3-G con el medio RPMI y la obtenida en-
tre los medios AM3 y AM#3-G. La concordancia con el
medio RPMI fue muy baja tanto para la CMI, como para
la CMI,, y la CMF (<60%). Ello se debe a que se utiliza co-
mo criterio de igualdad entre los resultados una diferencia
<2 diluciones, y en el medio AM#3, en general, los resul-
tados de la CMIL,, la CMI) y la CMF fueron entre tres y cin-
co diluciones mds bajas que en RPMI; de ahf la baja con-
cordancia obtenida entre los dos medios. La CMI, en
AM#3 s6lo fue mayor que en RPMI en dos aislamientos de
C. krusei (1 y 3 diluciones, respectivamente). La concor-
dancia entre los medios AM#3 y AM#3-G de la CML, y la
CMI, fue >90%. En estos medios, las diferencias en los va-
lores de CML,, CMI,, y CMF fueron <2 diluciones en el
96,53%, el 95,14% y el 77,21%, respectivamente.

La correlacién de los resultados obtenidos en los me-
dios AM#3 y AM#3-G con los obtenidos en RPMI fue po-
sitiva; los coeficientes de correlacion fueron 0,44 para la
CMLI,, 0,56 para la CMIy 0,49 para la CMF en AM#3, y
0,42, 0,51 y 0,41, respectivamente, en el medio AM#3-G.
La correlacion entre los medios AM#3 y AM#3-G fue 0,73
para la CML,, 0,83 para la CMI y 0,59 para la CMF.

Tiempo de incubacion

El efecto del tiempo de incubacién en los valores de la
CMI se puede apreciar en las Tablas 1y 3. La CMI, y la
CMI, pricticamente no varian con el tiempo de incuba-
cién o aumentan una dilucién, dependiendo de la especie.
En el medio RPMI, la CML, y la CMIO se mantuvieron
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Figura 1. Influencia del medio de cultivo en la CMI,, la CMl; y la CMF de
la caspofungina.

igual o aumentaron una dilucién en el 93,74% y el 92,36%
de los aislamientos, respectivamente; en el medio AM#3
en el 82,4% y el 88,73% de los aislamientos; y en AM#3-
Genel 78,17% y el 97,2%.

Efecto paraddjico

En la Tabla 4 se presenta la frecuencia con que aparece
el efecto paraddjico en cada especie y medio de cultivo. En
el medio RPMI se observd siempre a concentraciones >8
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Tabla 2. Porcentaje de concordancia (+2 log) con el medio RPMI.

AM#3 AM#3-G AM#3 frente a AM#3-G

Especie (n) Tiempo CMI, CMI, CMF CMI, CMI, CMF CMLI, CMI, CMF
C. tropicalis (42) 24 h 7,14 4,76 26,19 16,67 N.D. 95,24 100

48 h 28,57 9,52 23,81 37,71 23,81 28,57 100 100 85,71
C. glabrata (32) 24 h 9,38 6,45 40,63 67,64 N.D. 100 90,32

48 h 40,63 12,5 38,71 87,5 43,75 45,16 93,75 96,88 97
C. krusei (21) 24 h 33,33 57,14 23,81 47,62 N.D. 100 100

48 h 38,1 42,86 52,38 61,9 42,86 47,62 100 100 76,19
C. parapsilosis (20) 24 h 35 35 70 45 N.D. 100 100

48 h 60 30 46,15 60 65 45 100 100 100
C. guilliermondii (11) 24 h 72,73 60 72,73 80 N.D. 90,91 90

48 h 63,64 54,55 63,64 81,82 72,73 72,73 100 100 90,91
Otras especies* (18) 24 h 44,44 38,89 55,56 61,11 N.D. 100 100

48 h 44,44 27,78 27,78 61,11 44,44 33,33 100 100 94,44
Total (144) 24 h 25 25,35 42,36 46,48 N.D. 97,92 97,18

48 h 40,28 23,61 37,5 61,11 43,06 41,26 98,61 99,31 89,71

*4 C. famata, 3 C. lusitaniae, 3 B. capitatus, 2 S. cerevisiae, 2 Y. lipolytica, 1 C. inconspicua, 1 C. lambica, 1 C. sake y 1 P. ohmeri.

Tabla 3. Concordancia (%) entre los resultados obtenidos a las 24 y 48 horas de incubacion en los tres medios de cultivo.

CMI, CMI,

Especie (n) Medio +1 log +2 log +1 log +2 log

C. tropicalis (42) RPMI 90,48 95,24 97,62 100
AM#3 69,05 97,62 90,48 100
AM#3-G 80,95 100 95,24 100

C. glabrata (32) RPMI 93,75 96,88 96,88 100
AM#3 90,32 100 77,42 100
AM#3-G 58,06 96,77 96,77 100

C. krusei (21) RPMI 95,24 100 95,24 100
AM#3 76,19 100 95,24 100
AM#3-G 66,67 100 100 100

C. parapsilosis (20) RPMI 100 100 90 90
AM#3 100 100 100 100
AM#3-G 95 100 100 100

C. guilliermondii (11) RPMI 90,91 100 81,82 81,82
AM#3 90 90 70 90
AM#3-G 90 100 90 100

Otras especies™ (18) RPMI 94,44 100 77,78 88,89
AM#3 83,33 100 94,44 100
AM#3-G 94,44 100 100 100

Total (144) RPMI 93,75 97,92 92,36 95,83
AM#3 82,39 98,59 88,73 99,3
AM#3-G 78,17 99,3 97,18 100

*4 C. famata, 3 C. lusitaniae, 3 B. capitatus, 2 S. cerevisiae, 2 Y. lipolytica, 1 C. inconspicua, 1 C. lambica, 1 C. sake y 1 P. ohmeri.
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Tabla 4. Influencia del medio de cultivo en la frecuencia del
efecto paraddjico.

n°® (%) de aislamientos
que muestran efecto paradéjico
en el medio indicado

Especie (n) RPMI AM#3-G AM#3
C. tropicalis (42) 23 (54,76) 9 (21,13) 4(9,52)
C. glabrata (32) 4(12,5) 2 (6,25) 1(3,13)
C. krusei (21) 1(4,76) 0 1 (4,76)
C. parapsilosis (20) 12 (60) 1(5) 0

C. guilliermondii (11) 3(27,27) 2 (18,18) 0
Otras especies (18) 4 (22,22) 3 (16,67) 3 (16,67)
Total (144) 47 (32,63) 17 (11,81) 9 (6,25)

*4 C. famata, 3 C. lusitaniae, 3 B. capitatus, 2 S. cerevisiae, 2 Y. li-
polytica, 1 C. inconspicua, 1 C. lambica, 1 C. sake y 1 P. ohmeri.

mg/l, en AM#3 a concentraciones >2 mg/l y en AM#3-G a
concentraciones >4 mg/l. Se observé con mayor frecuen-
cia en el medio RPMI y menos en AM#3 (32,63% frente a
6,25%). Por especies, en los tres medios fue mas frecuen-
te en C. parapsilosis 'y C. tropicalis, y menos en C. krusei
(en esta especie s6lo se observé en el medio RPMI).

DISCUSION

La caspofungina demuestra muy buena actividad en los
tres medios de cultivo frente a todas las especies de Can-
dida ensayadas. La actividad fungisttica es mayor en el
medio AM#3, seguida de AM#3-G y RPMI. No obstante,
mds del 90% de los aislamientos ensayados se inhibieron
(CMI) con <2 mg/l, independientemente del medio de
cultivo. Por especies, la influencia del medio de cultivo es
mads evidente en C. parapsilosis, especie sobre la cual la
caspofungina es mds activa en AM#3-G. La presencia de
glucosa en el medio AM#3 disminuye ligeramente la acti-
vidad fungistatica de la caspofungina. Podria pensarse que
la glucosa inhibe su actividad, pero en otro estudio que
compard la actividad de la caspofungina en medio RPMI y
RPMI con un 2% de glucosa, la actividad fue mayor en el
medio con glucosa (5). Otros autores (8, 9) también obtie-
nen CMI mds bajas en medio AM#3 y sugieren que esta
mayor actividad podria responder a CMI falsamente ele-
vadas como consecuencia del efecto de trailing observado
en RPMI, y que este crecimiento puede deberse a restos
celulares no viables (evitables si se utilizan criterios de
punto final menos estrictos que la CMI,)). Sin embargo, en
el presente estudio, en el cual se han utilizado dos criterios
de punto final (CMI, y CMI,), la concordancia (2 log) en-
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tre la CMIL, y la CMI es muy elevada tanto en los medios
AM#3 y AM#3-G (99,3%) como en RPMI (93%).

La actividad fungicida de la caspofungina es depen-
diente de la especie y del aislamiento, y mayor en el medio
AM#3. En este medio, la CMF es <1 mg/l para el 92,65%
de los aislamientos, mientras que en RPMI la CMF es <2 mg/1
para el 74,31%. En el medio AM#3-G, la actividad fungi-
cida es muy similar a la que se observa en el mismo medio
sin glucosa (CMF <1 mg/l para el 91,60% de los aisla-
mientos). Por especies es mayor en C. tropicalis, C. gla-
brata 'y C. krusei, especies que presentan el mayor porcen-
taje de aislamientos resistentes al fluconazol (10-13). Otros
autores (14, 15) obtienen valores de CMF mads bajos, lo
que puede deberse a que utilizan volimenes mas pequefios
(1-10 ul) para su determinacién, probablemente demasia-
do pequefios para valorar la actividad fungicida. En gene-
ral, la CMF es <4 X CMI|, en el 86% de los aislamientos en
el medio RPMI, en el 91,9% en AM#3 y en el 91,6% en
AM#3-G.

La concordancia de los resultados obtenidos en los me-
dios AM#3 y AM#3-G con el medio RPMI es baja (<60%)
debido a que en AM#3 y AM#3-G las CMI son entre tres
y cinco diluciones mds bajas que en RPMI. Por especies, la
mejor concordancia se obtiene en aquellas en que no se ob-
serva efecto paraddjico en el medio AM#3 (C. guillier-
mondii 'y C. parapsilosis) y en aquellas en que la frecuen-
cia con que se observa dicho efecto es baja en ambos me-
dios (C. krusei).

El tiempo de incubacién apenas influyé en los resulta-
dos de la CMI, y la CMI, (Tabla 4). En general se mantuvo
el mismo valor o aumenté como médximo dos diluciones.
El medio en que mds influy6 el tiempo de incubacion fue
AM#3, debido a que el crecimiento a las 24 horas es muy
escaso y en algunos aislamientos no es suficiente para leer
la CMLI. La concordancia (+2 log) entre la lectura a las 24
y 48 horas fue >95% tanto para la CMI, como para la CMI,
en los tres medios de cultivo. En el que menos influy6 el
tiempo de lectura fue el RPMI.

En los tres medios de cultivo ensayados hay pérdida de
actividad (efecto paraddjico), detectada visualmente, a
concentraciones que oscilan entre 32 y 64 X CMI (=8 mg/1
en RPMI, 24 mg/l en AM#3-G y 22 mg/l en AM#3). Se
observa con menor frecuencia en AM#3 que en RPMI
(6,25% frente a 32,63%). La adicién de glucosa al medio
AM#3 aumenta la frecuencia de efecto paraddjico de for-
ma diferente segin la especie considerada. En otros estu-
dios también se observa un aumento de la frecuencia del
efecto paraddjico al afiadir glucosa al medio RPMI (5, 16).
Por especies, en C. krusei es donde se presenta con menor
frecuencia. Otros autores, al contrario que nosotros, no ob-
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servan efecto paradéjico en C. glabrata, quizas porque han
ensayado pocos aislamientos. Las especies en que se ob-
serva con mayor frecuencia son C. parapsilosis y C. tropi-
calis (17). El efecto paradéjico también se ha observado
con otras equinocandinas. Aunque el mecanismo molecu-
lar se desconoce, se han sugerido varios: la desrepresion de
algin mecanismo de resistencia que se activa en presencia
de concentraciones elevadas de caspofungina, una super-
produccién de quitina, la sobreexpresion del gen MKCI,
una respuesta al estrés a elevadas concentraciones o inclu-
so que se deba a un artefacto de la técnica; esto ultimo es
poco probable ya que el efecto paraddjico se ha descrito en
la penicilina, los betalactdmicos y las quinolonas (4, 16,
18-22). Se desconoce la repercusion clinica que pueda te-
ner el efecto paraddjico. No obstante, con la micafungina
se ha observado un mayor porcentaje de fracaso terapéuti-
co con la dosis de 150 mg que con la de 100 mg (23). En
otro estudio de aspergilosis pulmonar en ratén se observa
una mayor carga fungica pulmonar con la dosis de 4 mg
que con la de 1 mg (24). Quizds, tal y como sugieren Melo
y cols. (25), las equinocandinas no serian recomendables
para el sellado terapéutico de los catéteres. Otros autores,
utilizando aislamientos con efecto paradéjico, no han con-
seguido reproducirlo in vivo (26).

En resumen, el tiempo de incubacién no influye en la
lectura de la CMI de la caspofungina en el medio RPMI.
Ademads, la actividad de la caspofungina es fungicida en
los tres medios de cultivo probados, y la presencia de cre-
cimiento paradéjico se observa con mayor frecuencia en el
medio RPMI y en C. tropicalis.
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