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RESUMEN

Voriconazol y posaconazol son dos nuevos triazoles con un amplio espectro de actividad antifingica. La actividad in vitro de estos antifun-
gicos se compara con la de fluconazol frente a 113 aislamientos clinicos de Candida spp. con un amplio rango de CMI de fluconazol (0,125
a >64 mgl/l). Se estudiaron 22 C. albicans, 22 C. glabrata, 20 C. tropicalis, 75 C. dubliniensis, 73 C. parapsilosis, 73 C. krusei, 4 C. lusi-
taniae, 3 C. guilliermondii y 7 C. famata. La determinacién de las CMI se realizé siguiendo las especificaciones del National Committee for
Clinical Laboratory Standards, documento M27-A. Vioriconazol y posaconazol mostraron buena actividad frente a todas las cepas de Candida
spp., con una CMl,, de 0,25 y 0,5 mg/l, respectivamente. Las CMI, y CMl,, de fluconazol fueron de 1 y 32 mg/l. Voriconazol y posacona-
zol poseen buena actividad tanto sobre las cepas de Candida spp. sensibles como resistentes al fluconazol. Las cepas con CMI de flucona-
zol mas altas (216 mg/l) presentaban CMI de voriconazol y posaconazol ligeramente més elevadas que las sensibles al fluconazol. En las cepas
resistentes al fluconazol las CMl,, de voriconazol y posaconazol fueron de 0,5 mg/l, mientras que las sensibles al fluconazol tuvieron una CMI,,
de 0,06 mg/l para voriconazol y 0,25 mg/l para posaconazol. C. dubliniensis fue la especie mas sensible y voriconazol el antifingico con
mejor actividad frente a estas cepas.
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In vitro activity of fluconazole, voriconazole
and posaconazole against Candida spp.

SUMMARY

Voriconazole and posaconazole are two new triazoles with broad-spectrum antifungal activity. The in vitro activity of these agents was com-
pared with that of fluconazole against 113 clinical isolates of Candida spp. exhibiting a wide range of MICs for fluconazole (<0.125 to >64
mg/l). They included 22 C. albicans isolates, 22 C. glabrata, 20 C. tropicalis, 75 C. dubliniensis, 73 C. parapsilosis, 13 C. krusei, 4 C.
lusitaniae, 3 C. guilliermondii and 7 C. famata. MICs were determined by broth microdilution test performed according to the National
Committee for Clinical Laboratory Standards’ M27-A document. Voriconazole and posaconazole were quite active against all Candida spp.
isolates, with MIC,, of 0.25 and 0.5 mg/l, respectively. Fluconazole MIC, and MIC,, were 1 and 32 mg/l. Voriconazole and posaconazole
showed in vitro activity against fluconazole-susceptible and -resistant Candida isolates. Higher voriconazole and posaconazole MICs were
observed in isolates exhibiting higher fluconazole MICs (216 mg/l) than in those of fluconazole-susceptible isolates (MIC,, for voriconazole
and posaconazole in the fluconazole-resistant isolates were 0.5 mg/l versus 0.06 mg/l for voriconazole and 0.25 mg/l for posaconazole in
the fluconazole-susceptible strains). C. dubliniensis was the most susceptible species, and voriconazole the most active antifungal agent
against all Candida spp. tested.
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INTRODUCCION

Si bien Candida albicans es la levadura que con mas
frecuencia produce infecciones flingicas graves en los pa-
cientes inmunodeprimidos, otras especies del género Can-
dida se estan comportando como importantes patégenos
oportunistas.

La frecuencia y el aumento de las infecciones flingicas
hacen imprescindible disponer de tratamientos efectivos.
Aunque la amfotericina B sigue siendo el antifiingico de
eleccién en muchos casos, su uso no estd exento de impor-
tantes limitaciones clinicas y efectos secundarios. Por otra
parte, la amplia utilizacién del fluconazol se ha visto acom-
pafiada de la seleccion de cepas de Candida spp. resistentes,
asi como de la emergencia de especies distintas a C. albi-
cans resistentes a este azol.

Para obviar estos problemas se modific la estructura
quimica del fluconazol y se obtuvo el voriconazol, nuevo
antifingico triazélico con espectro mas amplio y mayor po-
tencia in vitro frente a diversas especies de Candida, inclui-
das C. krusei y C. glabrata (1-12). Asimismo, el posaco-
nazol es un derivado hidroxilado del itraconazol que, con
una actividad similar a éste, es mas activo que el flucona-
zol frente a Candida spp. (10-17). El objetivo de este tra-
bajo fue estudiar la actividad in vitro de fluconazol, vorico-
nazol y posaconazol frente a 113 aislamientos clinicos de
Candida spp. mediante el método de microdilucién pro-
puesto por el NCCLS (18), con el fin de conocer el com-
portamiento de estos antiftingicos y poder comparar el vo-
riconazol y el posaconazol con el fluconazol.

MATERIAL Y METODOS

Levaduras

Se estudiaron un total de 113 cepas de Candida spp. ob-
tenidas de muestras clinicas procedentes de pacientes aten-
didos en el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa, de
Zaragoza: 22 C. albicans, 22 C. glabrata, 20 C. tropicalis,
15 C. dubliniensis, 13 C. krusei, 13 C. parapsilosis, 4
C. lusitaniae, 3 C. guilliermondii y 1 C. famata. De las
113 cepas, 43 procedian de tracto urinario, 23 de vias res-
piratorias bajas, 18 de cavidad orofaringea, 8 de lesiones de
piel y ufias, 8 de tracto genital (7 de exudado vaginal y 1 de
semen), 5 de sangre, 3 de catéter central, 3 de liquido peri-
toneal, 1 de liquido articular y 1 de exudado 6tico. Como
cepas control se incluyeron C. parapsilosis ATCC 22019 y
C. krusei ATCC 6258.
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Estudio de sensibilidad

El estudio de sensibilidad in vitro se realizé por el
método de microdilucién acorde con las especificaciones
del NCCLS (18).

Inéculo

De un cultivo de 24 horas en medio de Sabouraud a 35 °C
se suspendieron cuatro o cinco colonias en una solucién
salina estéril, ajustando la turbidez de la suspension al 0,5
de la escala de McFarland mediante espectrofotometria.
Posteriormente se realizé una dilucién al 1:1000 en RPMI
1640 para obtener una concentracién doble de la final de
0,5-2,5%10° UFC/ml. El inéculo se comprobé mediante
recuento en medio de Sabouraud.

Antifuangicos

Fluconazol (Pfizer), voriconazol (Pfizer) y posaconazol
(Schering) se obtuvieron directamente de sus fabricantes en
forma de polvo. La solucién madre de fluconazol se pre-
par6 con agua destilada estéril a una concentracién de 1280
mg/l y se utiliz6 el medio de cultivo RPMI 1640 como dilu-
yente. Voriconazol y posaconazol se disolvieron con dime-
tilsulfé6xido (DMSO) a una concentracién madre de 1600
mg/l y se diluyeron en DMSO primero y luego en RPMI
1640. En ambos casos las concentraciones obtenidas fueron
el doble de las requeridas para llevar a cabo la prueba.

El rango de concentraciones finales fue de 0,125 a 64
mg/l para el fluconazol y de 0,015 a 8§ mg/1 para el vorico-
nazol y el posaconazol.

Microdilucion

Cada pocillo de la placa de microdilucién, conteniendo
100 pl del antifingico a doble concentracion de la final, fue
inoculado con 100 pl de la suspensién del in6culo. Para ca-
da cepa probada se incluyeron control de esterilidad (200 pl
de medio) y control de crecimiento (100 pl de RPMI 1640
y 100 pl de inéculo). Las placas de microdilucién se incu-
baron a 35 °C y la lectura se efectud a las 48 horas con la
ayuda de un espejo de lectura. La CMI se definié como la
menor concentracién de antifiingico que inhibié al menos
el 50% del crecimiento en comparacién con el control de
crecimiento.

RESULTADOS

Las 113 cepas de Candida spp. se inhibieron a una con-
centracién de voriconazol y posaconazol <1 mg/l, estando
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Tabla 1. CMI,,, CMl,, y rango de CMI de fluconazol, vorico-
nazol y posaconazol en 113 cepas de Candida spp.

CMI (mg/1)
Antiftingico CMI, CMI,, Rango
Fluconazol 1 32 <0,125->64
Voriconazol 0,03 0,25 <0,015-1
Posaconazol 0,125 0,5 <0,015-1

las CMI de ambos antifiingicos comprendidas en un rango
de 0,015 a 1 mg/l. Para el voriconazol la CMI,, fue de
0,03 mg/l'y la CMI,, de 0,25 mg/l. La CMIL, y la CMI, del
posaconazol fueron de 0,125 y 0,5 mg/l, respectivamente.
Para el fluconazol, con un rango de <0,125 a >64 mg/l, la
CMLy, fue de 1 mg/l y la CMI,, de 32 mg/1 (Tabla 1).

La especie mas sensible a los tres antifiingicos proba-
dos fue C. dubliniensis. Todas las cepas se inhibieron a una
concentracién de fluconazol <0,125 mg/l y de voriconazol
<0,015 mg/l, y para posaconazol la CMI,, fue de 0,03 mg/1.
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C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis fueron las especies
con CMI mds elevadas de voriconazol y posaconazol.
C. glabrata present6 una CMI,, de 0,5 mg/l para ambos
triazoles, la CMI, de C. krusei fue de 0,25 mg/l para vori-
conazol y de 0,5 mg/l para posaconazol, y en C. tropicalis
la CMI,, de voriconazol fue de 0,125 mg/l y la de posaco-
nazol de 0,5 mg/l. En C. albicans el rango de CMI de fluco-
nazol fue mucho mas amplio (<0,125->64 mg/l) que el de
voriconazol (£0,015-0,125 mg/l) y posaconazol (<0,015-
0,5 mg/l), con una CMI90 de >64, 0,125 y 0,25 mg/l, res-
pectivamente (Tabla 2).

De los 113 aislamientos, 74 fueron sensibles al fluco-
nazol (CMI <8 mg/l), 28 fueron sensibles dependiendo de
la dosis (CMI 16 a 32 mg/l) y 11 fueron resistentes (CMI
264 mg/1). Las 74 cepas sensibles al fluconazol presentaron
unas CMI de voriconazol y posaconazol méas bajas que las
39 cepas con sensibilidad disminuida al fluconazol (sensi-
bles dependiendo de la dosis y resistentes). Asi, las CMI,,
de voriconazol y posaconazol para las cepas sensibles al
fluconazol fueron <0,015 y 0,125 mg/l, respectivamente, y

Tabla 2. Actividad de fluconazol, voriconazol y posaconazol frente a 113 cepas de Candida spp. distribuidas por especies.

CMIs (mg/l)
Especie (n) Antifingico CMI, CMI,, Rango
C. albicans (22) Fluconazol 0,5 >64 <0,125->64
Voriconazol <0,015 0,125 <0,015-0,125
Posaconazol 0,03 0,25 <0,015-0,5
C. glabrata (22) Fluconazol 16 >64 4->64
Voriconazol 0,06 0,5 0,03-1
Posaconazol 0,5 0,5 <0,015-1
C. tropicalis (20) Fluconazol 0,5 2 <0,125->64
Voriconazol 0,03 0,125 <0,015-0,25
Posaconazol 0,125 0,5 0,03-1
C. dubliniensis (15) Fluconazol <0,125 <0,125 <0,125
Voriconazol <0,015 <0,015 <0,015
Posaconazol <0,015 0,03 <0,015-0,125
C. parapsilosis (13) Fluconazol 0,5 1 <0,125-2
Voriconazol 0,03 0,03 <0,015-0,03
Posaconazol 0,06 0,25 <0,015-0,25
C. krusei (13) Fluconazol 32 64 16-64
Voriconazol 0,25 0,25 0,03-0,5
Posaconazol 0,25 0,5 <0,015-0,5
C. lusitaniae (4) Fluconazol 0,5-8
Voriconazol <0,015
Posaconazol 0,06-0,125
C. guilliermondii (3) Fluconazol 1-16
Voriconazol 0,125-0,25
Posaconazol 0,125-0,25
C. famata (1) Fluconazol 2
Voriconazol 0,06
Posaconazol 0,06
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Tabla 3. Actividad de voriconazol y posaconazol frente a 113 cepas de Candida spp. sensibles y con sensibilidad disminuida

al fluconazol.

CMI (mg/1)
Antifiingico CMI, CMI,, Rango
Cepas sensibles al fluconazol (n=74) Voriconazol <0,015 0,06 <0,015-0,25
(CMI <8 mg/1) Posaconazol 0,125 0,25 <0,015-1
Cepas no sensibles al fluconazol (n=39) Voriconazol 0,125 0,5 <0,015-1
(CMI 216 mg/l) Posaconazol 0,25 0,5 <0,015-1

0,125 y 0,25 mg/1 para las cepas con sensibilidad disminui-
da al fluconazol. Para las cepas sensibles al fluconazol, la
CML, fue de 0,06 mg/1 para voriconazol y de 0,25 mg/1 pa-
ra posaconazol, y para ambos antiftingicos fue de 0,5 mg/l
en aquellas cepas con sensibilidad disminuida al fluconazol
(Tabla 3).

Las 16 cepas de C. glabrata con sensibilidad disminui-
da al fluconazol presentaban una CMI de 0,5 mg/l para
ambos antifingicos, mientras que con 0,25 mg/l de vorico-
nazol se inhibieron las seis cepas sensibles y con la misma
concentracién de posaconazol sélo tres de ellas. Las 15
C. albicans sensibles al fluconazol fueron inhibidas con

<0,015 mg/1 de voriconazol, siendo necesarios 0,125 mg/l
para inhibir a las siete cepas no sensibles. A la concentra-
cién de 0,25 mg/1 de posaconazol se inhibieron todas las ce-
pas de C. albicans no sensibles al fluconazol y 14 de 15 cepas
sensibles. Las 13 cepas de C. krusei estudiadas presentaron
sensibilidad disminuida al fluconazol, con una CMIQO de
0,25 para voriconazol y 0,5 mg/l para posaconazol (Tabla 4).

DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran una buena acti-
vidad de voriconazol y posaconazol frente a las diferentes
especies de Candida probadas. En todos los casos ambos

Tabla 4. Actividad de voriconazol y posaconazol frente a 74 cepas de Candida spp. sensibles al fluconazol y 39 cepas de

Candida spp. no sensibles al fluconazol.

Cepas sensibles al fluconazol

Cepas no sensibles al fluconazol

Antifiingico CMI (mg/l) CMI (mg/l)
y especie n CMI, CMI,, Rango n CMIL, CMI,, Rango
Voriconazol
C. albicans 15 <0,015 <0,015 <0,015 7 <0,015-0,125
C. glabrata 6 0,03-0,25 16 0,125 0,5 0,03-1
C. tropicalis 18 0,03 0,25 <0,015-0,25 2 <0,015-0,06
C. dubliniensis 15 <0,015 <0,015 <0,015 0 - - -
C. parapsilosis 13 <0,015 0,03 <0,015-0,03 0 - - -
C. krusei 0 - - - 13 0,25 0,25 0,03-5
C. lusitaniae 4 <0,015 0 - - -
C. guilliermondii 2 0,125-0,25 1 0,25
C. famata 1 0,06 0 - - -
Posaconazol
C. albicans 15 0,03 0,25 <0,015-0,5 7 <0,015-0,25
C. glabrata 6 0,25-1 16 0,5 0,5 <0,015-1
C. tropicalis 18 0,125 1 0,03-1 2 0,06-0,5
C. dubliniensis 15 <0,015 0,03 <0,015-0,125 0 - - -
C. parapsilosis 13 0,06 0,25 <0,015-0,25 0 - - -
C. krusei 0 - - - 13 0,25 0,5 <0,015-0,5
C. lusitaniae 4 0,06-0,125 0 - - -
C. guilliermondii 2 0,125-0,25 1 0,25
C. famata 1 0,06 0 - - -
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antiftiingicos fueron mds potentes que el fluconazol, inclu-
so frente a aquellas cepas resistentes a este antifiingico o
sensibles dependiendo de la dosis. En general, las CMI
obtenidas son, para cada antifiingico y para cada especie,
similares a las descritas por otros autores (2, 6, 8, 17, 19-
26). En nuestro caso, el voriconazol presenté CMI ligera-
mente mas bajas que el posaconazol para especies como
C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. parapsilosis
y C. lusitaniae, algo ya descrito por Pfaller y cols. (27) en
C. parapsilosis.

Aunque en este estudio solamente hemos incluido cua-
tro cepas de C. lusitaniae, tres de C. guilliermondii y una
de C. famata, el rango de CMI del voriconazol y el posa-
conazol es similar al hallado por Pfaller y cols. (24, 28),
Espinel-Ingroff (7) y Wildfeuer y cols. (20).

De acuerdo con Moran y cols. (29), Pfaller y cols. (30)
y Quindés y cols. (31), ponemos de manifiesto que C.
dubliniensis es muy sensible al voriconazol y el posacona-
zol. La capacidad de C. dubliniensis de desarrollar rapida-
mente resistencia estable al fluconazol, tras su exposicion a
este antifiingico, ha sido ampliamente descrita. En nuestro
caso todas las cepas procedian de pacientes con sida y eran
sensibles al fluconazol (CMI <0,125 mg/1).

En este estudio hemos incluido no solamente cepas de
C. krusei y C. glabrata no sensibles al fluconazol, sino tam-
bién cepas de C. albicans, C. tropicalis y una cepa de C. gui-
lliermondii resistentes a este antifingico. En nuestro caso,
las 13 cepas de C. krusei, asi como 16 de las 22 C. glabra-
ta, fueron inhibidas con una concentracién de fluconazol
216 mg/l, mientras que <0,5 mg/l de voriconazol y posaco-
nazol fueron suficientes para inhibir a las primeras y una
concentracion <1 mg/l de ambos antifiingicos inhibi6 a las
16 cepas de C. glabrata; resultados semejantes a los obte-
nidos por otros autores (2, 8, 22). Las siete cepas de C. al-
bicans no sensibles al fluconazol fueron inhibidas con una
concentracion <0,125 mg/l de voriconazol y <0,25 mg/l de
posaconazol. En los trabajos de Cuenca-Estrella y cols.
(21) y Lee y cols. (23) se necesitaron concentraciones mas
elevadas de voriconazol (hasta 8 mg/l) para inhibir las cepas
de C. albicans, C. krusei y C. glabrata no sensibles al flu-
conazol. En contraste con lo descrito por Barry y cols. (2),
no encontramos diferencias en las concentraciones inhibi-
torias de voriconazol entre las cinco cepas de C. albicans
resistentes al fluconazol y las dos sensibles dependiendo de
la dosis.

Nuestras dos cepas de C. tropicalis no sensibles al flu-
conazol fueron inhibidas con unas concentraciones de vori-
conazol <0,015 y 0,06 mg/l. Estos hallazgos son similares
a los descritos por Nguyen y cols. (8) y Barry y cols. (2),
aunque este dltimo no diferencia entre sensibles y no sensi-
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bles al fluconazol; sin embargo, difieren de los de Cuenca-
Estrella y cols. (21), en cuyas 12 cepas de C. tropicalis no
sensibles al fluconazol el rango de CMI del voriconazol es
de 4 a 2128 mg/l.

En diversas series (6-8, 21, 32-35) se ha puesto de ma-
nifiesto que aquellos aislamientos de Candida spp. resis-
tentes al fluconazol presentan CMI de voriconazol mas ele-
vadas que los aislamientos sensibles a este antiftingico, lo
cual puede indicar la existencia de resistencia cruzada entre
los azoles. El hecho de que en nuestro estudio las 39 cepas
no sensibles al fluconazol fueran inhibidas por una concen-
tracién de voriconazol y posaconazol <1 mg/l sugiere la no
existencia de resistencia cruzada a los azoles en estas cepas.

En conclusion, el voriconazol y el posaconazol presen-
tan una buena actividad in vitro frente a Candida spp.,
aquellas cepas con sensibilidad disminuida al fluconazol
(CMI 216 mg/l) poseen CMI ligeramente mds elevadas de
voriconazol y posaconazol que los aislamientos que son
sensibles al fluconazol, C. dubliniensis fue la especie mas sen-
sible a todos los antiftingicos, y el voriconazol es algo mas
activo in vitro que el posaconazol frente a Candida spp.

Correspondencia: M* Carmen Rubio Calvo. e-mail: mcrubio @posta.uni
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