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Estudio de sensibilidad antifingica para posaconazol
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fungica invasiva (2002-2003). Evaluacién del sistema E-test
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El posaconazol y la caspofungina representan nuevas
opciones terapéuticas para el tratamiento de infecciones
fungicas. Este trabajo establece la actividad de
posaconazol y caspofungina frente a levaduras causantes
de infeccion fuingica diseminada, y, ademas, evalua la
utilidad del sistema E-test para la estimacion de las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) con respecto a
estos antifiingicos.

Para ello, se consideran 53 cepas de levaduras
responsables de infeccion fungica invasiva y se determinan
los valores de CMIso y CMIgo mediante el método de
referencia CLSI-M27A2. En segundo lugar, se compara el
sistema E-test con el método de referencia.

Los resultados para las CMlIsg90 (en png/ml) son los
siguientes: posaconazol: 0,25/1, y CAS: 0,06/4. La
concordancia global es de 63,9% para el posaconazol

y la de 80,2% para la caspofungina.

No se han detectado cepas con CMI altas frente a
posaconazol y caspofungina. Aunque con limitaciones, el
E-test es un sistema sencillo y lo suficientemente fiable
para la obtencion de CMI frente a posaconazol y
caspofungina para levaduras.
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Antifungal activity of posaconazole and caspofungin in yeast
causing invasive fungal infection (2002-2003). E-test system
evaluation

Posaconazole (POS) and caspofungin (CAS) are new
therapeutic options for treating fungal infection. This
study establishes the activity of POS and CAS against
yeast causing invasive fungal infections. In addition, the
utility of the E-test system for estimating the minimum
inhibitory concentrations (MICs) related to these
antifungal drugs has been assessed.

The study includes 53 yeast isolates causing invasive
fungal infection. MICso and MICg, values were determined
by the M27-A2 reference method. MIC values obtained
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with the reference method were then compared with
those obtained with E-testing.

The results were MICsg90 (1rg/mL) POS: 0.25/1, CAS: 0.06/4.
Overall agreement with E-test: POS: 63.9%, CAS: 80.2%.
None of the yeast isolates studied showed high MIC values
for POS and CAS. Although it has some limitations, the
E-test is a simple and fairly reliable system for determining
the MICs of POS and CAS for yeast.
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Introduccion

Las infecciones fungicas invasivas, tanto las adquiridas
en la comunidad como las nosocomiales, son cada vez mas
frecuentes debido, por un lado, al aumento de pacientes in-
munodeprimidos, prematuros, posquirdrgicos y con otros
factores predisponentes para la adquisicién de una micosis
profundal; por otro lado, la incorporacién en el campo te-
rapéutico de nuevos antifingicos como el posaconazol y la
caspofungina hace necesaria la realizacién de estudios
concretos de sensibilidad, asi como de evoluciéon temporal
de los patrones de sensibilidad en las cepas causantes de
infecciones fungicas®2.

En el estudio de sensibilidad antifingica para levaduras,
el método estandarizado es dificilmente adaptable a la sis-
tematica de los laboratorios de microbiologia clinica debi-
do a su complejidad. En este sentido, por su sencillez, el
sistema E-test podria constituir una alternativa al método
de referencia. Por otro lado, actualmente todavia no se
han definido puntos de corte para la interpretacion clini-
ca de los valores de concentracion minima inhibitoria
(CMI) con respecto al posaconazol y la caspofungina en le-
vaduras, y sélo se dispone de valores arbitrarios propues-
tos por diversos autores*.

Este trabajo establece, en primer lugar, la actividad de
estos nuevos farmacos frente a aislamientos de levaduras
causantes de infecciones diseminadas (fungemias y me-
ningitis fangicas); en segundo lugar, se contrasta la vali-
dez del sistema E-test (AB-Biodisk, Solna, Suecia) como
método alternativo para determinar la CMI del posacona-
zol y de la caspofungina en estos aislamientos.

Material y métodos

Se incluyeron en el estudio 53 cepas de levaduras aisladas en mues-
tras de sangre y liquido cefalorraquideo correspondientes a todos los
episodios de infeccion fingica diseminada producida por levaduras
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TABLA 1. Valores de CMI;, CMIy en pg/ml para posaconazol y caspofungina, y rangos obtenidos

CMI;, CMlIy, Rango de CMI;, CMIy, Rango de
posaconazol posaconazol posaconazol caspofungina caspofungina caspofungina

Total n=5 0,25 1 <0,03-8 0,06 4 <0,03-16
C. albicans n=2 0,12 0,5 0,06-8 <0,03 0,06 < 0,03-0,06
C. parapsilosis n=1 0,12 0,25 <0,03-0,5 0,5 0,5 0,25-1
C.tropicalis n=4 0,25 4 0,12-4 <0,03 0,03 <0,03-0,03
C. glabrata n=3 CMI=1;1;2 CMI = 0,06; 0,06; 0,06
C. guilliermondii n = 3 CMI = 0,25; 0,5; 0,5 CMI = 0,25; 0,25; 0,25
C. krusei n=2 CMI =0,5; 0,5 CMI = 0,12; 0,25
Rhodotorula spp. n =3 CMI=1;1;1 CMI = 8; 8; 16
C. neoformans n=3 CMI =0,12; 0,25; 0,5 CMI =4; 16; 16
C. dubliniensis n=1 CMI = 0,06 CMI = 0,06
C. rugosa n=1 CMI = 0,25 CMI =0,12

Sélo se calcularon estos valores para especies con una representacion en el estudio igual o mayor a 4. Para el resto de las especies se muestran los

valores de CMI obtenidos.

acaecidos en los anos 2002 y 2003 en el Complejo Hospitalario Uni-
versitario Juan Canalejo de A Coruiia. La distribucién de especies
fue la siguiente: 21 Candida albicans, 12 Candida parapsilosis, 4
Candida tropicalis, 3 Candida glabrata, 3 Candida guilliermondii, 2
Candida krusei, 3 Rhodotorula spp., 3 Cryptococcus neoformans, 1
Candida dubliniensis y 1 Candida rugosa. Todas ellas se identificaron
mediante métodos convencionales (Api 32C, bioMérieux, Francia).
Para todas ellas se calcularon los valores de CMI para posaconazol y
caspofungina mediante el método de referencia basado en microdilu-
cién (documento CLSI M27A2)5 con lectura final a las 48 h de la incu-
bacién.

En la segunda parte del estudio, ademas de las 53 cepas antes men-
cionadas, se afiadieron 8 cepas méas con CMI elevadas para otros azo-
les, con objeto de ampliar el rango de CMI, proporcionando asi mayor
validez al estudio de comparacién de métodos. Las cepas afiadidas
(5 C. krusei, 2 C. albicans y 1 C. glabrata) presentaban CMI para flu-
conazol, que oscilaban entre més de 256 y 16 pg/ml. Se determinaron
los valores de CMI mediante el sistema de difusién en placa E-test si-
guiendo las recomendaciones del fabricante (RPMI 1640 medium y
lectura a las 24 h de la incubacién).

Resultados

Los valores de CMI5o y CMIy, asi como el rango de CMI
del total de cepas productoras de infeccion fingica invasi-
va, aparecen detalladas en la tabla 1. En cuanto a los ais-
lamientos resistentes a fluconazol (n = 6), las CMI frente a
posaconazol oscilaron entre 0,5 y 8 pg/ml. Se compararon
por pares los valores de CMI obtenidos mediante el méto-
do de referencia para posaconazol y caspofungina con los
obtenidos a través del método E-test, definiendo como
CMI concordantes a las que no se diferencian en mas de
dos diluciones dobles. De esta manera, se calcularon los
porcentajes de concordancia entre ambos métodos en cada
caso.

En el caso de posaconazol, la concordancia global al-
canzé el 63,9%. Entre las cepas no concordantes (n = 22)
s6lo cinco se diferenciaban en mas de cuatro diluciones.
Unicamente en estas cepas se produciria un error de in-
terpretacion clinica en caso de adoptar el punto de corte
arbitrario para posaconazol de 1 pg/ml. Porcentajes simi-
lares de concordancia se obtuvieron considerando por se-
parado C. albicans (60,8%; n = 23) y aislamientos de leva-
duras con algin grado de resistencia para fluconazol
(64,2%; n = 14).

Con respecto a la caspofungina, el 80,2% de las cepas
presentaron CMI concordantes entre ambos métodos. Nin-
gun resultado discrepante (n = 12) sobrepasé las cuatro di-
luciones dobles de diferencia. El sistema E-test en todos
los casos de discrepancia proporciona valores de CMI su-
periores al método de referencia.

Efectuado el estudio de correlacion, previa conversiéon
logaritmica de los valores de CMI, entre ambos métodos se
obtuvieron los siguientes resultados: indice de correlacién
para posaconazol de 0,57 e indice de correlacién para cas-
pofungina de 0,77.

Los valores de CMI5, y CMIy, para posaconazol son lo
suficientemente bajos como para establecer que en nues-
tro medio no existen cepas con sensibilidad disminuida a
este farmaco, al menos en las productoras de fungemias y
meningitis fungica. Otros estudios recientes reproducen
estos resultados®”. No obstante, se observa una ligera ele-
vacién en las CMI para posaconazol entre las cepas no
sensibles a fluconazol. Dicho aumento, aunque no es esta-
disticamente significativo, permite intuir la posibilidad
de la aparicion de resistencias cruzadas entre antifingicos
azélicos descrita anteriormente para el voriconazol®. Los
valores de CMI5o y CMIg para la caspofungina son altos
debido a la presencia de cepas de levaduras con resistencia
intrinseca a las equinocandinas como Rhodotorula spp. y
C. neoformans, asi como al hecho de que C. parapsilosis
presenta sistematicamente CMI mas altas frente a este
antifingico. Si restringimos el estudio a las cepas pertene-
cientes al género Candida, a excepcion de C. parapsilosis,
no encontramos ningun aislamiento con CMI elevada para
la caspofungina.

En cuanto a la evaluacion del sistema E-test con res-
pecto al posaconazol, cabe destacar que los casos de dis-
crepancia més graves, es decir, los que originarian una
incorrecta interpretacion clinica en caso de establecer en
1 pg/ml el punto de corte, corresponden tnicamente al 8%
de las cepas.

Se trata de cepas de C. albicans, en las que el efecto de
trailing (efecto de cola de crecimiento por encima de los va-
lores de CMI) dificulta la determinacién precisa del punto
de corte en los paneles de microdilucion. También se pro-
ducen en levaduras de crecimiento lento en las que la lec-
tura de las placas con tiras E-test tuvo que retrasarse has-
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ta las 48 h de la incubacién. Casi en la totalidad de las dis-
crepancias el sistema E-test infravaloré los valores de
CMI con respecto al método de referencia.

Para la caspofungina se obtuvieron menos resultados
discrepantes, asi como una ausencia de discrepancias con
un numero alto de diluciones de diferencia. Esta circuns-
tancia disminuye la posibilidad de cometer un error grave
en caso de existir un punto de corte de interpretacién cli-
nica de los valores de CMI. En todos los casos de discre-
pancia la CMI obtenida mediante E-test fue superior a la
obtenida mediante microdilucién, de modo que la utiliza-
cion de E-test disminuiria el riesgo de no deteccion de
cepas con CMI elevadas, aunque podria sobreestimar fal-
samente el nimero de aislamientos que pueden no res-
ponder al tratamiento antifingico.

Los resultados de concordancia obtenidos se asemejan a
los ya publicados anteriormente tanto para el posacona-
z0l*° como para la caspofunginal®.

La existencia de cepas en las que las diferencias de CMI
son muy elevadas hace que la correlaciéon entre métodos
no sea buena.

Prolongando la lectura de E-test hasta las 48 h y com-
parando las CMI con las obtenidas mediante el método de
referencia, los valores de concordancia resultantes fueron
del 72,1% para el posaconazol y del 77,0% para el caspo-
fungina. Estos datos sugieren que la lectura del E-test a
las 48 h en lugar de a las 24 h de incubacién, de forma sis-
tematica, no aumenta la concordancia con el método de re-
ferencia, ademas de retrasar los resultados 24 h.

En conclusion, el E-test es un método valido, facil de
realizar y rapido para la determinacién de CMI de leva-
duras frente a posaconazol y caspofungina. A pesar de que
los porcentajes de concordancia no son muy elevados, pre-
sumiblemente s6lo en una pequena parte de las cepas es-
tudiadas las discrepancias desencadenarian un error gra-
ve en la interpretacion clinica del antifungigrama.
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