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INTRODUCCION. El tratamiento de las infecciones mucosas
producidas por especies de Candida resistentes al
fluconazol en pacientes infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) es problematico. Las
equinocandinas tienen actividad fungicida frente a la
mayoria de las especies de Candida. El objetivo de este
trabajo fue investigar la actividad in vitro de caspofungina
frente a cepas de Candida resistentes al fluconazol aisladas
de pacientes infectados por el VIH.

METopos. Se evalué la actividad in vitro de caspofungina
frente a los 28 aislados de Candida resistentes al
fluconazol obtenidos de una cohorte de 174 pacientes
infectados por el VIH. Se determinaron las concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) mediante el método de
microdilucion en caldo estandarizado, segun las
recomendaciones del National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS).

ResuLTADOS. El intervalo de la CIM para caspofungina fue
de = 0,06 a 1 ng/ml. Las CIM a las que se inhibieron el 50%
(CIMso) y el 90% (CIMg,) de los aislados fueron de 0,25 y
0,5 ng/ml, respectivamente. Para C. albicans (n = 11), el
intervalo de las CIM fue = 0,06 a 0,5 pg/ml y para C.
glabrata (n = 11) de <a 0,06 a 1 png/ml. Las CIM para las
dos cepas de C. kruseifueron de 0,125y 1 png/ml. El
intervalo de la CIM para C. tropicalis y C. inconspicua fue
de 0,25 a 0,5 png/ml.

ConcLUSION. La caspofungina fue muy activa in vitro frente
a cepas de Candida resistentes al fluconazol de pacientes
infectados por el VIH. La CIMs, y los intervalos de CIM
fueron ligeramente mayores para C. glabrata que para

C. albicans.
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In vitro activity of caspofungin against fluconazole-resistant
Candida isolates from patients with HIV infection

INTRODUCTION. Antifungal therapy for mucosal candidiasis
caused by fluconazole-resistant Candida species is
problematic. The aim of this study was to investigate the
in vitro activity of caspofungin against Candida strains
with reduced susceptibility to fluconazole isolated from
HIV-infected patients.

MeTHoDs. The in vitro activity of caspofungin was assessed
in 28 fluconazole-resistant Candida isolates obtained from
the oral cavity of a cohort of 174 consecutive HIV-infected
patients. Minimum inhibitory concentrations (MICs) were
determined by a standardized broth microdilution method,
as recommended by the NCCLS.

ResuLTs. Overall, caspofungin MICs ranged

from = 0.06 pg/ml to 1 pg/ml. MICs at which 50% (MICs)
and 90% (MICy) of isolates were inhibited were 0.25 pg/ml
and 0.5 pg/ml, respectively. MICs ranged

from = 0.06 g/ml to 0.5 png/ml for Candida albicans

(n =11), and < 0.06 png/ml to 1 png/ml or Candida glabrata
(n = 11). MICs for the two strains of Candida krusei were
0.125 pg/ml and 1 pg/ml. The range of MICs for Candida
tropicalis and Candida inconspicua strains was 0.25 png/ml
to 0.5 pg/mi.

ConcLusioN. Caspofungin was very active in vitro against a
variety of fluconazole-resistant Candida strains recovered
from a clinical cohort of HIV-infected patients. The

MICs, values and MIC ranges were slightly higher for
Candida glabrata than for Candida albicans.

Key words: Antifungal agents. Caspofungin. In vitro
activity. Fluconazole-resistance.

Introduccion

La resistencia a los antifingicos ha suscitado un con-
siderable interés y preocupacion en los dltimos afios!. En
particular, las candidiasis mucosas en pacientes infecta-
dos por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y
las candidemias producidas por especies de Candida re-
sistentes a los farmacos azélicos constituyen un proble-
ma clinico significativo con implicaciones terapéuticas
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por las limitadas opciones disponibles®3. Los nuevos me-
dicamentos antifingicos constituyen una estrategia
atractiva para tratar las infecciones producidas por hon-
gos resistentes!.

Los equinocandinas son una nueva clase de farmacos
antifingicos que inhiben la sintesis de 1,3-B-D-glucano,
desencadenando la lisis de las células fingicas en creci-
miento?. Por su diferente modo de accién y su estructura
molecular es improbable que exista resistencia cruzada
entre los farmacos azélicos y las equinocandinas. La cas-
pofungina es una equinocandina con un amplio espectro
de actividad antifingica® que ha sido recientemente co-
mercializada en Estados Unidos y en Europa para el tra-
tamiento de los pacientes con infecciones invasoras por
Aspergillus spp. y Candida spp. Los estudios previos han
demostrado que la caspofungina es activa frente a Candi-
da spp. incluyendo aislados resistentes a los azoles®19.
Sin embargo, el nimero de cepas clinicas resistentes a
azoles analizado es todavia escaso y existe una informa-
cién limitada sobre las caracteristicas de los pacientes de
los que procedian las cepas estudiadas.

Para conocer la actividad de la caspofungina frente a
las cepas de Candida resistentes a azoles, se requieren
estudios adicionales que abarquen todo el espectro clini-
co de la candidiasis resistente. El objetivo de este traba-
jo fue investigar la actividad in vitro de la caspofungina
frente a cepas de Candida spp. con sensibilidad reducida
al fluconazol aisladas de pacientes con infeccion por el
VIH.

Material y métodos

Se estudié la sensibilidad a la caspofungina en un total de 28 cepas
de Candida spp. con sensibilidad disminuida al fluconazol (tabla 1).
Estas cepas representaban todos los aislamientos orofaringeos de
Candida spp. con sensibilidad disminuida al fluconazol aislados
de una cohorte de 174 pacientes consecutivos con infeccién por el VIH
incluidos en un estudio transversal para investigar los factores de
riesgo para el desarrollo de colonizacién o infeccién por cepas de Can-
dida resistentes al fluconazol!. La identificacién de las levaduras ais-
ladas se realizé por procedimientos microbiolégicos convencionales,
que incluyeron pruebas de asimilacién de azicares mediante el siste-
ma API 20C AUX (BioMérieux, Francia)'?. La distribucién por espe-
cies de los 28 aislados fue la siguiente: C. albicans, 11; C. glabrata, 11;
C. krusei, 2; C. tropicalis, 2; C. inconspicua, 2.

La sensibilidad al fluconazol se estudié mediante el método de mi-
crodilucién en caldo, siguiendo las recomendaciones del National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)'?, usando
como medio RPMI 1640 tamponado a pH 7,0 con MOPS 0,165 M. Los
resultados se interpretaron segun los criterios publicados por Rex et
al#, De las 28 cepas, 18 fueron clasificadas como resistentes al fluco-
nazol (concentracion inhibitoria minima [CIM] = 64 pg/ml) y 10 como
sensibles al fluconazol dependiendo de la dosis (CIM, 16 a 32 pg/ml)
de acuerdo con los limites propuestos por el NCCLS!3,

Las cepas se almacenaron a —70 °C y fueron subcultivadas al menos
dos veces en placas de agar glucosado de Sabouraud (BioMérieux,
Francia), e incubadas a 35 °C durante 24-48 h antes de ser analizadas.

La caspofungina fue suministrada por Merck Research Laborato-
ries (Whitehouse Station, N.J., EE.UU.) como polvo estdndar. Se pre-
paré una solucién madre a una concentracién de 640 pg/ml en agua
destilada estéril, que fue posteriormente diluida con medio RPMI
1640 tamponado a pH 7,0 con 0,165 M 4cido morfolinepropanesulféni-
co (MOPS) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., EE.UU.) y dispensa-
da en placas de microdilucién de 96 pocillos. Las placas con alicuotas
de 0,1 ml de la solucién apropiada del farmaco (el doble de la concen-
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TABLA 1. Distribucion de las 28 cepas de Candida spp. con
sensibilidad reducida al fluconazol clasificadas segiin 1a CIM

Microorganismos | Numero de cepas

Resistentes al fluconazol (CIM = 64 p.g/ml) 18
C. glabrata
C. albicans
C. tropicalis
C. krusei

= o =3 00

Sensibles al fluconazol dependiendo
de la dosis (CIM, 16-32 p.g/ml) 1
C. albicans
C. glabrata
C. inconspicua
C. krusei

=N WO

CIM: concentracién inhibitoria minima.

tracién final) en cada pocillo fueron selladas y almacenadas a —20 °C
hasta su uso.

La pruebas de sensibilidad antifingica se realizaron mediante el
método de microdilucién en caldo estandarizado, segin las reco-
mendaciones del NCCLS!3. El test se efectué empleando diluciones
dobles para obtener un rango de concentracién final de caspofungi-
na de 0,06 a 32 pg/ml. Las levaduras se recuperaron de cultivos de
48 h en agar glucosado de Sabouraud a 35 °C. Las placas de micro-
dilucién se incubaron a 35 °C y se leyeron visualmente a las 48 h.
La CIM para la caspofungina se defini6é como la concentracién més
baja del farmaco que inhibié completamente el crecimiento. El con-
trol de calidad de las pruebas se efectué segin lo descrito por el
NCCLS en el documento M27-A213 usando C. krusei ATCC 6258 y
C. parapsilosis ATCC 22019. Se probé también un aislado de Cryp-
tococcus neoformans como control de resistencia a la caspofungina
dada la conocida falta de sensibilidad de este microorganismo a las
equinocandinas.

Resultados

Los resultados de las CIM de caspofungina a las 48 h
para las cepas de Candida spp. resistentes al fluconazol y
para las sensibles en funcién de la dosis se exponen en
la tabla 2. Globalmente, el intervalo de las CIM oscil6 de
= 0,06 a 1 pg/ml. Las CIM a las que se inhibieron el 50%

TABLA 2. Actividad in vitro de la caspofungina frente a las
28 cepas de Candida spp. con sensibilidad reducida al fluconazol

CIM a caspofungina
Microorganismos le'mlero CiMa ﬂ.u conazol (hg/mb
e cepas | (pg/ml) (intervalo) .
Intervalo Mefha,
geométrica
C. albicans-R 7 > 64 0,125-0,5 0,28
C. albicans-SDD 4 16-32 = 0,06-0,25 0,17
C. glabrata-R 8 64-> 64 = 0,06-1 0,44
C. glabrata-SDD 3 16-32 0,125-0,5 0,29
C. krusei 2 32-> 64 0,25-1 0,62
C tropicalis 2 > 64 0,25-0,5 0,37
C inconspicua 2 16-32 0,25-0,5 0,37
Total 28 16-> 64 < 0,06-1 0,35

CIM: concentracién inhibitoria minima; R: resistente a fluconazol
(CIM = 64 pg/ml); SDD: sensible al fluconazol dependiendo de la dosis
(CIM, 16-32 pg/ml).
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(CIMsp) y el 90% (CIMyo) de los aislados fueron 0,25 y
0,5 pg/ml, respectivamente.

Para C. albicans (n = 11), el intervalo de las CIM de
caspofungina fue de igual o inferior a 0,06 a 0,5 pg/ml.
Las CIM;5¢y CIMgo de caspofungina para C. albicans ten-
dieron a ser ligeramente mds altas para las cepas resis-
tentes al fluconazol que para las sensibles en funcién de
la dosis (media geométrica 0,28 y 0,17 wg/ml, respectiva-
mente). Para C. glabrata (n = 11), las CIM de caspofun-
gina oscilaron entre menos de 0,06 y 1 pg/ml. Las CIM3;o
para las cepas resistentes al fluconazol y para las sensi-
bles dependiendo de la dosis en las cepas de C. glabra-
ta fueron de 0,5 y 0,25 pg/ml (media geométrica, 0,44 y
0,29 pg/ml), respectivamente. Las CIM para caspofun-
gina de las dos cepas de C. krusei fueron de 0,25 y 1 pg/ml.
C. tropicalis y C. inconspicua tuvieron las mismas CIM
con intervalos entre 0,25 y 0,5 pg/ml.

Para las cepas control se obtuvo un rango de CIM de
0,25-1 pg/ml para C. krusei ATCC 6258 y de 0,125-0,5 pg/ml
para C. parapsilosis ATCC 22019.

Discusion

Este estudio muestra que la caspofungina es muy activa
in vitro frente a una muestra de cepas de Candida con
sensibilidad reducida al fluconazol aisladas de una cohor-
te clinica de pacientes con infeccién por el VIH. Una dife-
rencia importante entre nuestro trabajo y los estudios pre-
vios es el origen de las cepas de Candida analizadas. En
este trabajo se han estudiado todas las cepas con sensibili-
dad reducida al fluconazol obtenidas de pacientes conse-
cutivos con infeccién por VIH con un espectro clinico am-
plio de esta enfermedad?!!.

Todas las cepas estudiadas se inhibieron con una con-
centracion de caspofungina de 1 pg/ml o menor. Las es-
pecies de Candida resistentes al fluconazol que se aisla-
ron con mas frecuencia fueron C. albicans y C. glabrata,
frente a las cuales la caspofungina demostré ser muy
activa in vitro, con una CIMgy = 0,5 pg/ml. Aunque las
CIM tendieron a ser ligeramente mas elevadas para las
cepas resistentes al fluconazol que para las sensibles en
funcién de la dosis, estos resultados deben interpretar-
se con cautela debido al reducido nimero de cepas estu-
diadas. En los trabajos realizados hasta ahora no se ha
observado que las cepas resistentes al fluconazol presen-
ten resistencia cruzada a las equinocandinas’®. En nuestro
estudio, la caspofungina mostré una buena actividad fren-
te a las cepas con CIM al fluconazol = 64 pg/ml, hallazgos
coincidentes con los datos publicados por otros investi-
gadores que han observado también una buena activi-
dad in vitro de la caspofungina frente a muchas cepas de
Candida resistentes al fluconazol®1?, incluyendo cepas
de C. albicans de pacientes con sida con diferentes me-
canismos de resistencia a los azoles®.

En contraste con la excelente actividad de caspofungina
frente a C. albicans, algunos estudios in vitro han mos-
trado que es menos activa frente a otras especies, como
C. guilliermondii, C. krusei y C. lusitaniae®%°. En nuestro
estudio, las CIM5o y los intervalos de las CIM fueron lige-
ramente mayores para C. glabrata que para C. albicans.
Las CIM mas elevadas se observaron en dos cepas, una
de C. krusei y la otra de C. glabrata, que necesitaron
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1 pg/ml para ser inhibidas. Aunque los criterios para la in-
terpretacion de los resultados in vitro para caspofungina
todavia no se han definido, las CIM observadas en este
estudio estan por debajo del rango de las concentraciones
séricas que pueden alcanzarse con caspofungina en seres
humanos!®. Merece destacarse la excelente actividad que
mostré la caspofungina frente a las dos cepas de C. tropi-
calis cuyas CIM al fluconazol eran = 64 pg/ml.

En definitiva, en el presente estudio se observé una bue-
na actividad in vitro de la caspofungina frente a todos los
aislamientos orofaringeos de Candida spp. resistentes al
fluconazol procedentes de un amplia muestra de pacientes
con infeccion por el VIH. Estos resultados y los datos de
eficacia obtenidos en los ensayos clinicos realizados hasta
ahora'®-18 indican que la caspofungina podria constituir
una opcién terapéutica para la candidiasis mucosa resis-
tente a azoles en pacientes con SIDA.
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