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RESUMEN

Se ha valorado la actividad in vitro de posaconazol comparandola con la de fluconazol en especies de levaduras aisladas en hemocultivo, asi
como el factor tiempo de incubacién para la deteccion de resistencias a estos azoles. Se estudiaron un total de 112 levaduras: 32 Candida
albicans, 33 C. parapsilosis, 77 C. tropicalis, 8 C. glabrata, 8 C. guilliermondii, 3 C. famata, 2 C. lusitaniae, 7 C. lipolytica, 7 C. inconspicua,
7 C. lambica, 3 Saccharomyces cerevisiae, T Blastoschizomyces capitatus, 7 Geotricum spp. y 7 Pichia omheri La CMI se determiné median-
te el método de microdilucion M27-A descrito por el NCCLS para Candida spp. y Cryptococcus neoformans. Las especies mas sensibles a
posaconazol fueron C. parapsilosis (CMl,, 0,016 mg/l), C. glabrata (CMI, 0,5 mg/l), C. guilliermondii (CMI,, 0,72 mg/l) y el grupo de
Candida spp. (CMly, 0,25 mg/l). Sin embargo, este azol no mejora la actividad de fluconazol frente a C. tropicalis (CMl4, 8 mg/l) y C. albi-
cans (CMl,, 8 mg/l). El tiempo de lectura influyé a la hora de detectar resistencias, ya que a las 48 horas el nimero de cepas resistentes fue
mayor que a las 24 horas, en el caso de C. albicans y C. tropicalis; € resto de las especies estudiadas fueron igual de sensibles en los dos
tiempos de lectura.
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In vitro activity of posaconazole against yeasts isolated in
blood cultures

SUMMARY

The in vitro activity of posaconazole against Candida species isolated from blood cultures and the influence of incubation time was studied
and compared with that of fluconazole. A total of 112 isolates were studied: 32 Candida albicans, 33 C. parapsilosis, 77 C. tropicalis 8 C.
glabrata, 8 C. guilliermondii, 3 C. famata 2 C. lusitaniae, 7 C. lipolytica, 7 C. inconspicua, 7 C. lambica, 3 Saccharomyces cerevisiae, 1
Blastoschizomyces capitatus, 7 Geotricum spp. and 1 Pichia omheri. The MIC was obtained using the M27-A microdilution method descri-
bed by the NCCLS for Candida spp. and Cryptococcus neoformans. The species most susceptible to posaconazole were C. parapsilosis (MCl,,
0.016 mg/l), C. guilliermondii (MIC,,0.72 mg/l), C. glabrata (MCl4, 0.5 mg/l) and Candida spp. (MCl4, 0.25 mg/l). However, this azole did
not improve the activity of fluconazole against C. tropicalis (MIC,, 8 mg/l) and C. albicans (MCl,, mg/l). The time of reading was important
in the detection of resistance, as the number of strains resistant to fluconazole or posaconazole was higher at 48 hours than at 24 hours
for C. albicans and C. tropicalis All the other species of Candida were susceptible at both reading times.
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INTRODUCCION

El riesgo de infecciones sistémicas por agentes oportu-
nistas ha aumentado en los pacientes inmunodeprimidos,
sobre todo en los sometidos a terapia anticancerosa (quimio-
terapia y radioterapia) (1), receptores de 6rganos solidos y
de médula 6sea (2, 3), infectados con el VIH y los recién
nacidos prematuros (4, 5). Aunque Candida albicans es la
especie mas frecuentemente aislada en las infecciones sis-
témicas por hongos, hay otras especies, tanto de este géne-
ro como de otros (Saccharomyces, Aspergillus, Fusarium,
Pseudallescheria, algunos dematiaceos y hongos dimorfos),
que estan emergiendo como agentes causales de infeccio-
nes oportunistas (6-10).

El aumento en la incidencia de las infecciones flngicas,
asi como la aparicion cada vez mas frecuente de cepas re-
sistentes a los antifiingicos en uso y los efectos adversos de
otros, han conducido a la busqueda de nuevos farmacos
mas activos, con mejor farmacocinética y menos toxicos.

El posaconazol es un nuevo triazol de amplio espectro,
desarrollado por Schering-Plough, con una estructura qui-
mica similar al itraconazol, cuyo mecanismo de accién es
comun al resto de los azoles. Se ha descrito como activoin
vitro frente a Candida spp. (11-13) y Aspergillus spp. (13),
e in vivo frente a Cryptococcus neoformans (14), Cocci-
dioides immitis (15) y Aspergillus fumigatus (4). También ha
mostrado una buena actividad sobre cepas de Candida spp.
y Aspergillus spp. resistentes al fluconazol (11, 12, 16-18).

El objetivo de este estudio fue valorar la actividad in
vitro de posaconazol y compararla con la de fluconazol en
especies de Candida aisladas en hemocultivo, asi como la
influencia del factor tiempo de incubacidn en la deteccion
de resistencia a estos azoles.

MATERIAL Y METODOS
Microorganismos

Se estudiaron un total de 112 levaduras: 32 C. albicans,
33 C. parapsilosis, 17 C. tropicalis, 8 C. glabrata, 8 C. gui-
Iliermondii, 3 C. famata, 2 C. lusitanie, 1 C. lipolytica, 1 C.
lambica, 1 C. inconspicua, 3 Saccharomyces cerevisiae, 1
Blastoschizomyces capitatus, 1 Geotricum spp., y 1 Pichia
ombheri. Las cepas se aislaron de hemocultivos de pacientes
con diferentes enfermedades y se identificaron mediante el
medio colorimétrico CHROM-Agar® (BioMerieux Inc.) y
la tarjeta de identificacion de levaduras YEAST® de VITEK
(BioMerieux Inc.). Las cepas se mantuvieron en suspensién
acuosa a temperatura ambiente hasta su utilizacion, y se les
hizo dos pases consecutivos en agar de Sabouraud glucosa
(Difco) antes de determinar su sensibilidad.
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Antifungicos

El posaconazol se obtuvo por gentileza de Schering-
Plough (Kenilworth, N.J.), en forma de polvo valorado. Se
prepar6 una solucidn inicial de 1600 mg/l en dimetilsulfd-
xido (DMSOQ), que se almacené en alicuotas a —70 °C hasta
su utilizacién (menos de seis meses). Las concentraciones
probadas fueron de 0,016 a 8 mg/l. El fluconazol se obtuvo
como Diflucan® (Pfizer), preparado para solucién intra-
venosa, Yy las concentraciones trabajadas fueron de 0,06 a
64 mg/l.

Determinacion de la CMI

Para la determinacion de la sensibilidad se emple6 el
método de microdilucion M27-A descrito por el NCCLS
(19) para Candidaspp. y C. neoformans, con un indculo de
15+1,0" 10° UFC/ml, utilizando el medio RPMI 1640
tamponado con MOPS (0,164 M) hasta un pH final de 7,0.
Las placas se incubaron a 35 °C y se leyeron a las 24 y 48
horas. La CMI se consideré como la concentracion mas
baja del antifingico que produjo una inhibicién del creci-
miento al menos del 50% respecto al crecimiento control.
Las CMI de ambos antiflingicos se determinaron en parale-
lo utilizando el mismo indculo.

Control de calidad

Se realiz6 incluyendo las cepas control recomendadas
por el NCCLS (19) en el documento M27-A: C. parapsilo-
sis ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258.

RESULTADOS
Actividad in vitro

En la Fig. 1 se representa la distribucién de frecuencia
de las CMI de posaconazol para todas las especies de
Candida estudiadas, y se observan claramente dos pobla-
ciones: una que se inhibe con concentraciones £0,016 mg/I
y otra con 38 mg/l. Teniendo en cuenta las cepas que inte-
gran el primer pico, se observa que el posaconazol es muy
activo frente a la mayoria de las levaduras estudiadas, y se
pueden intuir los puntos de corte microbioldgicos.

El posaconazol presentd, de forma global, una buena
actividad in vitro frente a las especies de Candida estudia-
das (Tabla 1). Las especies mas sensibles fueron C. parap-
silosis (CMly, 0,016 mg/l), C. glabrata (CMIy, 0,5 mg/l),
C. guilliermondii (CMI, 0,12 mg/l) y el grupo de Candida
spp. (CMly, 0,25 mg/l); sin embargo, la actividad de posa-
conazol es baja frente a C. tropicalis (CMIy, 8 mg/l) y C.
albicans (CMlgy, 8 mg/l).
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Figura 1. Distribucién de las CMI de posaconazol frente a Candida spp.

Las CMI del fluconazol para estas mismas cepas fueron
més elevadas: para C. albicans 364 mg/l en 17 cepas
(53,13%) y para las otras 15 cepas dentro del intervalo de
0,12 a 1 mg/l. Las CMI de posaconazol, en esta misma
especie, fueron 38 mg/l para 18 cepas (56,3%) y £0,016
mg/l para las 14 restantes (43,8%). De las 17 cepas de C.
albicans resistentes al fluconazol, 15 se inhibieron con 38
mg/l de posaconazol y las otras dos con <0,016 mg/l. Hubo
tres cepas sensibles al fluconazol cuya CMI de posacona-
zol fue 38 mg/l .

Actividad in vitro de posaconazol frente a levaduras aisladas en hemocultivo 337

El posaconazol fue muy activo sobre C. parapsilosis,
ya que el 96,9% de las cepas se inhibieron con 0,016 mg/I,
y el 100% con 0,12 mg/l, mientras que con fluconazol
resultaron inhibidas el 65% de las cepas con 1 mg/l y el
100% con 16 mg/l. El mismo comportamiento se observd
en C. glabratay C. guilliermondii. Las CMI de fluconazol
para C. glabrata fueron de 4 mg/l (cinco cepas) y de 8 mg/I
(una cepa); para estas mismas cepas, la CMI de posacona-
zol fue £0,5 mg/l. En el caso de C. guilliermondii, las CMI
de fluconazol fueron de 16 mg/l en dos cepas y otra fue
resistente, mientras que las CMI de posaconazol fueron
<0,12 mg/l. Frente a C. tropicalis el posaconazol tuvo baja
actividad, ya que en 8 de las 17 cepas estudiadas (48%) la
CMI fue 38 mg/l, mientras que s6lo dos cepas fueron resis-
tentes al fluconazol.

La CMI del posaconazol para especies de levaduras que
se aislan con menor frecuencia fue excelente, en compara-
cion con la del fluconazol: C. famata, S. cerevisiae y C.
inconspicua fueron resistentes al fluconazol, con CMI
entre 32 y 64 mg/l, mientras que las CMI de posaconazol
estuvieron dentro del intervalo de 0,016 a 0,5 mg/l. En C.
lusitaniae, C. lipolytica, B. capitatus y P. omherila CMI
del fluconazol estuvo entre 1y 16 mg/l, mientras que la del
posaconazol fue £0,03 mg/l (Tabla 2).

Tabla 1. Sensibilidad in vitro al posaconazol y al fluconazol de 112 cepas de Candida spp. aisladas en hemocultivos.

CMI (mg/l)
Especie (n° cepas) 24 horas 48 horas CMIy, (24/48 h) CMly, (24/48 h)
C. albicans (32)
Posaconazol 0,016-8 0,016-8 0,016/8 8/8
Fluconazol 0,12-64 0,12-64 0,5/64 64/64
C. parapsilosis (33)
Posaconazol 0,016-0,12 0,016-0,12 0,016/0,016 0,016/0,016
Fluconazol 0,25-4 0,25-16 0,5/1 2/8
C. tropicalis (17)
Posaconazol 0,016-8 0,016-8 8/4 8/8
Fluconazol 0,12-64 0,25-64 1/0,5 64/64
C. glabrata (8)
Posaconazol 0,016-8 0,016-0,5 0,016/0,12 8/0,5
Fluconazol 0,25-2 14 2/8
C. guilliermondii (8)
Posaconazol 0,016-8 0,016-0,12 0,016/8 0,06/0,12
Fluconazol 0,25-4 0,5-64 2/4 4/64
Otras levaduras™ (14)
Posaconazol 0,016-0,25 0,016-0,5 0,016/0,12 0,016/0,25
Fluconazol 0,12-32 0,25-64 2/4 16/64
Total (112)
Posaconazol 0,016-8 0,016-8 0,016/0,016 8/8
Fluconazol 0,12-64 0,12-64 12 16/64

*C. famata (3), C. lusitanie (2), S. cerevisiae (3), C. lipolytica (1), B. capitatus (1), C. lambica (1), C. inconspicua (1), Geotricum spp. (1) y P. omheri (2).
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Tabla 2. Intervalos de CMI para el fluconazol y el posaco-
nazol obtenidos a las 24 y 48 horas de incubacion de la
placa, en las especies de levaduras menos habituales.

Intervalo CMI (mg/l) 24/48 h

Especie (n° cepas) Fluconazol Posaconazol

C. famata (3) 0,5-4/4-64 0,016-0,03/0,016-0,12
C. lusitanie (2) 0,12-0,25/0,25-2 0,016/0,016

S. cerevisiae (3) 4-16/4-16 0,016-0,12/0,016-0,25
C. lipolytica (1) 0,25/1 0,016/0,016

B. capitatus (1) 16/16 0,016/0,016

C. inconspicua (1) 16/32 0,016/0,03
Geotricum sp. (1) 16/32 0,25/0,5

P. omheri (1) 11 0,016/0,016

En la Tabla 3 se presentan los tres fenotipos encontra-
dos en nuestro estudio. Del fenotipo 1 (posaconazol CMI
3 8 mg/l, fluconazol R), la especie mas frecuente fue C. albi-
cans; sin embargo, del fenotipo 2 (posaconazol CMI 3 8 mg/I,
fluconazol S) la especie mas frecuente fue C. tropicalis. En
el fenotipo 3, frente al cual el posaconazol tiene unas CMI
bajas y son levaduras resistentes al fluconazol, se encuen-
tran especies tales como C. guilliermondii y C. famata.

Tiempo de incubacion

Se valoraron las diferencias entre las CMI obtenidas a
las 24 y 48 horas de incubacion en funcion del antibidtico
y de la especie de levadura (Tablas 1, 2 y 4). La CMI de flu-
conazol y posaconazol no cambio (+1 log,) con el tiempo
de incubacién en el 61,3% y el 67,7% de las cepas de C.
albicans, respectivamente. Considerando los puntos de
corte del NCCLS para el género Candida, s6lo 7 de las 17
cepas de C. albicans resistentes al fluconazol fueron resis-
tentes a las 24 horas (CMI 364 mg/l). En 9 cepas la CMI
estuvo comprendida entre 0,25y 1 mg/l, y en otra fue de 16
mg/l; sin embargo, la CMI de posaconazol fue 38 mg/l en
13 cepas a las 24 horas y en 18 cepas a las 48 horas.

Para C. tropicalis la equivalencia entre ambas lecturas
fue del 64,7% y el 88,1% para fluconazol y posaconazol,
respectivamente. Hubo una cepa sensible al fluconazol a
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las 24 horas pero resistente a las 48 horas, y otra cepa que
fue resistente ya a las 24 horas. Para el posaconazol se
mantuvieron constantes las 8 cepas con CMI 38 mg/l en los
dos tiempos de lectura. En C. parapsilosis la equivalencia
para los dos azoles fue mayor que en otras especies, con un
78,8% para fluconazol y el 100% para posaconazol, y no se
observaron resistencias. Las cepas de C. glabrata, C. gui-
lliermondii y C. famata mantuvieron las CMI dentro del
intervalo de +1 log, en el 50% de las cepas; sin embargo,
en las dos ultimas especies hubo una cepa sensible al flu-
conazol a las 24 horas y resistente a las 48 horas.

DISCUSION

La mayoria de los trabajos publicados hasta el momen-
to estudian cepas que no siempre han producido un episo-
dio de candidemia, y son estudios realizados en otros pai-
ses, por lo que no se tiene un conocimiento amplio de la
sensibilidad a este nuevo azol de las cepas aisladas en nues-
tro entorno.

Para el posaconazol no se han establecido puntos de
corte de sensibilidad, pero la distribucién de las CMI nos
diferencia claramente dos poblaciones: cepas que se inhi-
ben con £0,016 mg/l y otras que requieren CMI 38 mg/l.
Entre estas dos poblaciones hay muy pocas cepas con CMI
comprendida entre 0,03 y 1 mg/l, distribuidas en las espe-
cies C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii
y C. famata, fundamentalmente. Por tanto, para efectos com-
parativos con el fluconazol, consideramos resistentes al po-
saconazol, desde un punto de vista microbiolégico, aquellas
cepas que se inhibieron con una concentracion 38 mg/l.

En la distribucion de las CMI de los dos azoles estudia-
dos se observa un gran paralelismo, ya que las cepas que se
inhiben con concentraciones bajas de fluconazol también
se inhibien con concentraciones bajas de posaconazol.

De las 17 cepas de C. albicans resistentes al fluconazol,
16 se inhibieron con 38 mg/l de posaconazol, lo que indica
que la resistencia cruzada no es total. En el caso de C.
parapsilosis, la actividad del posaconazol fue muy buena
(CMI £0,016 mg/l en el 96,7% de las cepas) e incluso mas
favorable que con fluconazol, lo que coincide con lo des-

Tabla 3. Fenotipos de Candida spp. y sensibilidad al posaconazol y al fluconazol (sélo cepas con algun tipo de resistencia).

Fenotipo (n° cepas)

Especie (n° cepas)

Fenotipo 1: Posa R-Fluco R (18)
Fenotipo 2: Posa R-Fluco S (10)
Fenotipo 3: Posa S-Fluco R (6)

C. albicans (17), C. tropicalis (1)
C. albicans (3), C. tropicalis (7)
C. albicans (2), C. tropicalis (1), C. guilliermondii (1), C. famata (2)
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Tabla 4. Influencia del tiempo de lectura en la categorizacion de las especies de Candida con resistencia al fluconazol o una

CMI de posaconazol 38 mg/l.

Resistencia al fluconazol

CMI posaconazol 3 8 mg/l

Especie (n° cepas) 24 horas (%) 48 horas (%) 24 horas (%) 48 horas (%)
C. albicans (32) 7(21,8) 17 (53,1) 13 (40,6) 18 (56,2)
C. tropicalis (17) 1(58) 2(11,6) 8 (47) 8 (47)

C. parapsilosis (33) 0 0 0 0

C. glabrata (8) 0 0 0 0

C. guilliermondii (8) 0 1(14,3) 0 0

C. famata (3) 0 1(33,3) 0 0

Total: (101) 8 21 21 26

crito por otros autores (20-22), aunque Pfaller ya encontrd,
en 1998, un valor maximo del intervalo de CMI de posaco-
nazol de 8 mg/l, valor no obtenido por nosotros en ningun
caso (23). Las cepas de C. parapsilosis estudiadas proce-
den, en su mayoria, de neonatos ingresados en unidades de
cuidados intensivos, para quienes el antifingico de elec-
cion suele ser la amfotericina B debido a la gravedad del
cuadro clinico, por lo que en principio no deben conside-
rarse con exposicion previa a azoles; sin embargo, al haber-
se determinado los cuidados de enfermeria como uno de los
principales factores de riesgo en la adquisicién de C. pa-
rapsilosis por parte de estos enfermos, es de suponer que
son cepas de origen nosocomial, con gran presion antifin-
gica, por lo que podrian presentar resistencia intrinseca
(24). Las cepas son también sensibles al fluconazol, aunque
con CMI més elevadas que las de posaconazol. Estos datos
hacen suponer que el posaconazol podria considerarse un
antifangico de eleccioén en tales neonatos.

El posaconazol tiene unos valores de CMI elevados
para C. tropicalis, e incluso la CMI, a las 24 y 48 horas es
mayor que para fluconazol, lo que indica, segin nuestros
datos, que para esta especie el posaconazol no presenta una
buena actividad. En la literatura encontramos trabajos que
coinciden con nuestros resultados (21) y otros que encuen-
tran CMIy, mas bajas de posaconazol que de fluconazol,
aunque estos Ultimos también obtienen valores de CMI de
posaconazol que indican una baja actividad (16, 20, 23).

Frente a C. glabrata y C. guilliermondii la actividad del
posaconazol es buena. Para la primera, los datos obtenidos
con fluconazol en otros trabajos encuentran intervalos de
CMI maés bajos que los aqui presentados, mientras que la CMI
del posaconazol es similar a la obtenida por nosotros y
siempre inferior a la del fluconazol (16, 20-23). Para C. gui-
lliermondii los intervalos de CMI del posaconazol no so-
brepasan el valor de 0,12 mg/l, mientras que los del fluco-
nazol alcanzan valores de 64 mg/l. La CMly, (0,12 mg/l) del

posaconazol para C. guilliermondii confirma la buena acti-
vidad descrita también por otros autores (20).

El posaconazol parece ser una buena alternativa al flu-
conazol en S. cerevisiae, C. famata, C. lusitaniaey C. lypo-
litica; sin embargo, otros autores encuentran peores resul-
tados para posaconazol en estas especies (20, 22).

El tiempo de incubacion es un parametro esencial a la
hora de detectar especies resistentes, y en especial a los
azoles, debido al llamado “efecto cola”. Algunos autores
indican que, considerando la buena correlacion entre am-
bas lecturas y que la de 24 horas se correlaciona mejor con
los resultados in vivo obtenidos en animales, y elimina el
error de interpretacion de CMI por el “efecto cola”, podria
sustituirse ésta por la de 48 horas establecida en el docu-
mento M-27A del NCCLS (25-28). Segln nuestros datos,
en general, el tiempo de lectura tiene menos influencia con
posaconazol que con fluconazol, aunque varia en funcién
de la especie de Candida; asi, las CMI de posaconazol para
C. parapsilosis y C. tropicalis son practicamente iguales
independientemente del tiempo de lectura, lo cual, en el
caso de la primera, posiblemente se debe a su gran sensibi-
lidad al antiflngico, y en el caso de la segunda justamente
por lo contrario. C. albicans es la especie en que mas in-
fluencia tiene el tiempo de lectura con ambos azoles: sélo
7 de las 17 cepas resistentes al fluconazol lo fueron ya a las
24 horas; de las 10 cepas discrepantes, 9 eran sensibles y
una sensible dependiendo de la dosis. En el caso del posa-
conazol, con 38 mg/l se inhibieron 13 cepas a las 24 horas
y 18 cepas a las 48 horas. Con C. tropicalis se obtuvo una
cepa resistente al fluconazol a las 24 horas y dos cepas a las
48 horas. Por tanto, parece aconsejable realizar las lecturas
a las 24 horas y a las 48 horas para que al realizar los estu-
dios de correlacion in vivo pueda determinarse cudl es el
tiempo de lectura que mejor se correlaciona con los resul-
tados in vitro.
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En resumen, el posaconazol tiene buena actividad sobre
especies de Candida como C. parapsilosis, C. glabrata y
C. famata, sobre S. cerevisisae y C. guilliermondii, y muy
buena actividad frente a C. parapsilosis, lo que se traduce
en una alternativa al tratamiento con fluconazol en neona-
tos prematuros y nifios en general, en los cuales C. parap-
silosis tiene una prevalencia del 50% (29); en pacientes
inmunodeprimidos, donde C. glabrata es habitual; y en
pacientes con nutricion parenteral, donde C. guilliermondii
es el agente causal de candidemia més frecuente (29).
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