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RESUMEN

Se ha estudiado la actividad in vitro de caspofungina sobre 147 cepas de levaduras no Candida albicans, aisladas de hemocultivo, por dos mé-
todos de microdilucién en caldo: M27-A2 y EUCAST. Para todas se determinaron las concentraciones minimas que produjeron una inhibicién
del crecimiento = 50% y del 100% (CMI, y CMI,, respectivamente) y una reduccién del nimero de colonias viables = 99% respecto al in6cu-
lo inicial (CMF). Con ambos métodos la caspofungina muestra una buena actividad (CMI, y CMI, < 2 mg/l para el 90% de las cepas) sobre las
especies estudiadas, incluidas aquellas que habitualmente son resistentes o que presentan un porcentaje elevado de resistencia a los azoles
(Candida krusei, Candida glabrata, Candida tropicalis). Sin embargo, la actividad fungicida es menor (CMF <2 mg/l en el 73,47% de las ce-
pas por el método M27-A2 y en el 62,59% por el EUCAST), sobre todo para Candida guilliermondii y Candida parapsilosis. Los dos métodos
ensayados tienen buena correlacion para la CMI y menor para la CMF. El acuerdo esencial y la concordancia (= 2 log) entre los dos métodos,
para el total de las cepas probadas, fueron respectivamente: 73,47% y 93,20% para la CMl,, 74,8%y 91,84% para la CMl,, y 57,1%y 74,15%
para la CMF. Por el método EUCAST las CMI suelen ser entre una y tres diluciones mas bajas y las CMF son mas elevadas que por el M27-A2.
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Study of in vitro activity of caspofungin on non-Candida albicans
yeast strains determined by two methods:
M27-A2 and EUCAST

SUMMARY

The in vitro activity of caspofungin against 147 non-Candida albicans yeasts isolated from blood culture was studied using two broth micro-
dilution methods: M27-A2 and EUCAST. The minimum concentrations that produced a growth inhibition of > 50% and of 100% (MIC, and
MIC,, respectively) and a reduction in the number of viable colonies = 99% versus the initial inoculum (MFC) were determined for all strains.
Caspofungin demonstrated good activity (MIC, and MIC,, < 2 mg/l for 90% of the strains) against the species studied, including those that are
normally resistant or have a high percentage of azole resistance (Candida krusei, Candida glabrata, Candida tropicalis). Nevertheless, the anti-
fungal activity is lower (MFC <2 mg/l in 73.47% of the strains with the M27-A2 method versus 62.59% with EUCAST), particularly for Candida
guilliermondii and Candida parapsilosis. The two methods tested demonstrated good correlation for the MIC and lower correlation for the MFC.
Essential agreement and concordance (+ 2 log) between both methods for all strains tested were: 73.47% and 93.20% for MIC,; 74.8% and
91.84% for MIC,,; and 57.1% and 74.15% for MFC, respectively. MICs determined by the EUCAST method are one- to three-fold dilutions
lower, while the MFC are higher than those obtained by the M27-A2 method.
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INTRODUCCION

Durante los dltimos afios se ha producido un considera-
ble aumento de las infecciones sistémicas graves causadas
por hongos, debido al incremento en el nimero de pacien-
tes susceptibles a ellas como consecuencia de la mayor ex-
pectativa de vida en la poblacién, la mayor facilidad para
controlar la infeccién bacteriana y el estado de inmunode-
presion en los receptores de drganos, los tratamientos anti-
neopldsicos y las enfermedades autoinmunitarias. En este
sentido, distintos hongos levaduriformes estan emergiendo
como patdgenos, aunque Candida albicans sigue siendo la
levadura aislada con mayor frecuencia (1, 2).

El tratamiento convencional de este tipo de infecciones
ha consistido en el uso de antiftingicos que interaccionan
con la membrana por unién al ergosterol o bien inhiben la
biosintesis de esteroles.

La amfotericina B es un polieno que se une al ergoste-
rol y que presenta actividad fungicida con un amplio es-
pectro de accidn, pero sus efectos adversos limitan su utili-
zacion, aunque las nuevas formulaciones liposomales los
reducen en parte y permiten aumentar la dosis que puede
ser administrada.

Los azoles actiian en el dltimo paso de la biosintesis del
ergosterol por inhibicién de la enzima lanosterol desmeti-
lasa y son menos téxicos que la amfotericina B. Esto ha fa-
vorecido su amplio uso, pese a la existencia de cepas intrin-
secamente resistentes, y ha condicionado la apariciéon de
cepas con resistencia adquirida. Ademas, muchas de las ce-
pas resistentes presentan resistencia cruzada a todos los
azoles, con la necesidad de terapias adicionales que tengan
mecanismos de accién completamente distintos (3, 4).

Las equinocandinas son un nuevo grupo de antifingi-
cos que actdan inhibiendo la 1,3-3-glucano sintetasa. Esta
enzima es la encargada de formar polimeros de glucano,
componente esencial de la estructura de la pared fingica, y
ademads constituye una diana no compartida por las células
de los mamiferos, evitando asf los posibles efectos téxicos.
De este grupo de antiftingicos, el primero en comerciali-
zarse ha sido la caspofungina, un lipopéptido de uso paren-
teral, sintetizado a partir de un producto de fermentacién de
Glarea lozoyensis, que presenta buena actividad incluso
frente a hongos que habitualmente son resistentes a otros
antifiingicos (1-7).

El propésito de este estudio fue determinar la actividad
in vitro de la caspofungina sobre especies de levaduras dis-
tinta de C. albicans. Aunque no existen métodos estandar
para ello, se siguieron las recomendaciones del M27-A2 y
el EUCAST (8-13), y se determiné también la concentra-
cién minima fungicida (CMF).
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MATERIAL Y METODOS
Microorganismos

Se estudiaron 147 cepas de levaduras no C. albicans
aisladas de hemocultivos, pertenecientes a 14 especies dife-
rentes: 5 Candida famata, 34 Candida glabrata, 13 Can-
dida guilliermondii, 1 Candida inconspicua, 22 Candida
krusei, 1 Candida lambica, 3 Candida lusitaniae, 17 Can-
dida parapsilosis, 42 Candida tropicalis, 1 Candida sake,
3 Blastoschizomyces capitatus, 1 Pichia ohmeri, 2 Saccha-
romyces cerevisiae y 2 Yarrowia lipolytica.

Las levaduras se identificaron con las tarjetas YEAST-
ID® del sistema automatizado VITEK 2 (BioMerieux Inc.)
y se mantuvieron en suspension acuosa a temperatura am-
biente. En el momento de la determinacién de su sensibili-
dad se realizaron previamente dos siembras consecutivas
en agar de Sabouraud glucosa (SDA). Como cepa control
de calidad se empleé6 C. krusei ATCC 6258.

Preparacion del antifungico

Se partié de caspofungina en forma de polvo valorado,
que se obtuvo por gentileza de los laboratorios Merck, Sharp
& Dohme (Madrid) y se diluy6 en agua destilada para obte-
ner una solucién inicial de 1280 mg/l. Se conservé en ali-
cuotas a —70 °C hasta su utilizacion (menos de seis meses).
Las concentraciones ensayadas fueron de 64 a 0,12 mg/I.

Estudio de la sensibilidad
Método M27-A2

La CMI se determind siguiendo las indicaciones del
NCCLS (8). Como medio de cultivo se utiliz6 RPMI 1640
(Sigma Aldrich, Madrid) con glutamina y sin bicarbonato
sédico, tamponado con dcido morfolino propano sulfénico
(MOPS, Sigma) 0,164 M y ajustado a pH 7 £ 0,1. Las con-
centraciones de antifingico se elaboraron por el método de
las diluciones dobles aditivas. El indculo se prepar6 a par-
tir de un cultivo de 24 horas en SDA, resuspendiendo las
levaduras en agua destilada y ajustando a una densidad 6p-
tica de 0,5 Mc Farland en un espectrofotémetro (530 nm) y
con posterior dilucién 1:1000 con RPMI (concentracién fi-
nal en las placas de 0,5 x 10° a 2,5 x 10° UFC/ml). EI ta-
mafio del indculo se comprobd mediante siembra de 10 pl
del pocillo control de crecimiento en SDA. Las placas se
incubaron a 35 °C y se realiz6 lectura visual a las 48 horas.

Método EUCAST

El medio utilizado fue RPMI con un 2% de glucosa
(RPMI 2%). El in6culo se ajust entre 0,5 x 107 y 2,5 x 10°
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UFC/ml. Las diluciones del antiftingico se realizaron por el
método de diluciones dobles seriadas y la lectura de los re-
sultados se realiz6 por espectrofotometria, transcurridas 24
horas de incubacion a 35 °C (9-13).

Se definieron dos concentraciones minimas inhibito-
rias, la CMI, y la CMI,,, que fueron las concentraciones de
antifiingico que produjeron una inhibicién del crecimiento
>50% y del 100%, respectivamente, en comparacién con el
crecimiento del pocillo control. Las CMI para ambos mé-
todos se determinaron en paralelo.

Estudio de la actividad fungicida

La actividad fungicida se determiné segiin método des-
crito previamente (14). De todos los pocillos sin creci-
miento de las placas de microdilucién se sembraron, previa
agitacion, 100 pl (método M27-A) o 10 pl (método EU-
CAST) en placas de SDA, y tras incubacién a 35 °C du-
rante 48 horas se contaron las UFC/ml.

La CMF se definié como la concentracién mds baja de
antifiingico que produjo una reduccién del nimero de co-
lonias viables >99% con respecto al indculo inicial.

Analisis de los datos

Con cada método se determinaron el intervalo y la me-
dia geométrica de la CML,, la CMI0 y la CMEF, la concen-
tracién que inhibe al 50% (CMIL,50, CMI,50) y al 90%
(CML,90, CMI90) de las cepas, y la CMF para el 50% y el
90% de las cepas (CMF50 y CMF90). Los valores fuera de
escala (>64 mg/l) se incluyeron en los cdlculos como 64
mg/l.

Para la comparacion entre los dos métodos se considerd
el mismo resultado cuando la diferencia entre la CMI,, la
CMIO ola CMF era <2 diluciones logaritmicas en base 2.
También se calcul6 el acuerdo esencial (=1 log).

En muchas de las cepas se observé efecto paradéjico (li-
gero crecimiento a concentraciones superiores a la CMIL),
previamente descrito para el grupo de las equinocandinas
(15). Este efecto no se tuvo en cuenta al interpretar la CMI,,
ni la CMF si entre el primer pocillo negativo (CMI) y el
pocillo con crecimiento a concentracion superior a la CMI,
(efecto paradéjico) habia maés de tres diluciones.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se resumen los resultados de la actividad
in vitro (CML,, CMI, y CMF) de la caspofungina obtenidos
por los métodos M27-A2 y EUCAST. Por el método M27-
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A2, la CMI, fue <2 mg/l para el 100% de las cepas. La
CMI, sélo fue >2 mg/l en el 8,16% de las cepas (cinco C.
guilliermondii, una C. krusei, dos C. parapsilosis, una C. fa-
mata 'y dos B. capitatus). En estas cepas el valor mas fre-
cuente de CMI,, fue 64 mg/l. La CMI, fue igual a la CMI,
en el 51,02% de las cepas, y en el 6,8% hubo una diferen-
cia entre ellas >3 diluciones, que se observé con mayor fre-
cuencia en C. guilliermondii (38,46%) y C. parapsilosis
(11,76%).

Por el método EUCAST las CMI fueron en general mas
bajas: la CMI, y la CMI,, fueron <2 mg/I para el 100% y el
91,16% de las cepas, respectivamente. La CMI|; fue igual a
la CMI, en el 30,61% de las cepas y hubo una diferencia
>3 diluciones en el 9,52% de ellas, con mayor frecuencia en
C. guilliermondii (38,46%) y C. parapsilosis (17,65%).

La CMF de la caspofungina por el método M27-A2 fue
<2 mg/l para el 73,47% de las cepas, aunque fue >64 mg/l
en el 17,69%, sobre todo en C. guilliermondii (69,23%) y
C. parapsilosis (41,18%). La CMF fue igual a la CMI, en
el 73,83% de los casos y >8 x CMI en el 14,29%.

Por el método EUCAST la actividad fungicida de la cas-
pofungina fue menor: la CMF fue >64 mg/l en el 23,13% y
<2 mg/l en el 62,59% de los casos. Igual que ocurri6 con el
método M27-A2, los valores més altos fueron para C. gui-
lliermondii (53,85%) y C. parapsilosis (64,71%). La CMF
fue igual a la CMI, en el 58,5% y >8 x CMI, en el 25,85%.
Las especies que presentaron mds cepas con valores de
CMF >8 x CMI,, fueron C. parapsilosis (52,94%) y C. gla-
brata (29,41%), y en el 36,84% de las cepas del grupo mis-
celaneo (una C. famata, tres C. lusitaniae, un B. capitatus,
un S. cerevisiae y una Y. lipolytica).

El acuerdo esencial entre los métodos para la CMI, del
total de las cepas estudiadas fue del 73,47%, oscilando en-
tre el 94,12% en C. parapsilosis y el 59,1% en C. krusei.
Para la CMI, fue del 74,8% (100% para C. guilliermondii y
55,9% para C. glabrata). La concordancia (+ 2 log) entre los
dos métodos fue superior al 90% tanto para la CMI, como
para la CMI,,. Por especies, C. parapsilosis present6 los va-
lores de concordancia mas elevados (100% y 94,1%, respec-
tivamente) y C. tropicalis los méas bajos (90,48% y 85,7%).
El acuerdo esencial en la CMF fue del 57,1% y la con-
cordancia a +2 log mds elevada se obtuvo con C. krusei
(90,91%). En las otras especies oscild entre el 64,75% pa-
ra C. parapsilosis 'y el 78,95% en el grupo misceldneo (Ta-
bla 2).

La frecuencia con que se observo efecto paraddjico (apa-
ricién de ligero crecimiento en alguno de los pocillos a con-
centraciones superiores a la CMI) se expone en la Tabla 3.
Este efecto se produjo con los dos métodos, aunque con



Tabla 1. Actividad fungistatica y fungicida de la caspofungina sobre 147 cepas de levaduras determinada por los métodos M27-A2 y EUCAST.

CMI, (mg/l) CMI,, (mg/l) CMF (mg/1)
Especie (n) Meétodo MG Intervalo 50% 90% MG Intervalo 50% 90% MG Intervalo 50% 90%
C. glabrata (34) M27-A2 0,65 0,25-2 0,5 2 1,47 0,5-2 2 2 2,40 0,5->64 2 >64
EUCAST 0,29 <0,12-1 0,25 0,5 0,68 0,25-32 0,5 1 2,72 0,25->64 1 >64
C. guilliermondii (13) M27-A2 1,05 1-2 1 1 6,13 1->64 2 >64 20,89 1->64 >64 >64
EUCAST 0,90 <0,12-2 1 2 5,81 0,5->64 4 >64 9,90 0,5->64 >64 >64
C. krusei (22) M27-A2 1,33 0,5-2 1 2 1,76 0,5-8 2 2 2,66 1->64 2 8
EUCAST 0,48 0,25-1 0,5 1 1,37 0,5-2 1 2 1,82 0,5->64 2 2
C. parapsilosis (17) M27-A2 1,63 1-2 2 2 2,89 1->64 2 >64 9,81 2->64 4 >64
EUCAST 1,33 0,5-2 1 2 3,40 1->64 2 >64 21,28 2->64 >64 >64
C. tropicalis (42) M27-A2 0,62 <0,12-2 0,5 1 0,89 0,5-2 1 1 1,24 0,5->64 1 2
EUCAST 0,28 <0,12-2 0,25 0,5 0,52 <0,12->64 0,5 1 1,53 <0,12->64 0,5 >64
Misceléanea (19) M27-A2 1,11 <0,12-2 1 2 2,49 1->64 2 >64 4,30 1->64 2 >64
EUCAST 0,57 <0,12-2 1 1 1,44 <0,12->64 1 >64 5,76 0,25->64 8 >64
Total (147) M27-A2 0,89 <0,12-2 1 2 1,72 0,5->64 2 2 3,10 0,5->64 2 >64
EUCAST 0,45 <0,12-2 0,5 1 1,12 <0,12->64 1 2 341 <0,12->64 2 >64

Media geométrica (MG), intervalo y minima concentracién que produce una inhibicién del crecimiento >50% (CML,) o del 100% (CML,) o que es fungicida (CMF) para el 50% y el 90% de

las cepas (50 y 90, respectivamente).

Tabla 2. Concordancia entre los métodos M27-A2 y EUCAST.

Concordancia CML, (%) Concordancia CMI (%) Concordancia CMF (%)
Especie (n) AE +2 log AE +2 log AE +2 log
C. glabrata (34) 70,59 94,12 55,88 91,18 35,29 67,65
C. guilliermondii (13) 92,31 92,31 100 100 69,23 69,23
C. krusei (22) 59,09 90,91 95,45 100 72,73 90,91
C. parapsilosis (17) 94,12 100 94,12 94,12 58,82 64,75
C. tropicalis (42) 64,29 90,48 64,29 85,71 57,14 73,81
Miscelédnea (19) 84,21 94,74 73,68 89,47 68,42 78,95
Total (147) 73,47 93,20 74,83 91,84 57,14 74,15

Acuerdo esencial (AE) y concordancia + 2 diluciones logaritmicas, (+ 2 log).
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Tabla 3. Frecuencia (expresada en porcentaje) de aparicion
de efecto paradéjico con los métodos M27-A2 y EUCAST.

Especie (n) M27-A2 EUCAST
C. glabrata (34) 14,71 17,65
C. guilliermondii (13) 23,08 30,77
C. krusei (22) 13,64 9,09
C. parapsilosis (17) 58,82 58,82
C. tropicalis (42) 52,38 76,19
Misceldnea (19) 21,05 26,32
Total (147) 31,97 40,14

mayor frecuencia con el método EUCAST y en las especies
C. parapsilosis y C. tropicalis, y siempre a concentraciones
>8 mg/l.

DISCUSION

En la actualidad no se dispone de un método estandar
para determinar la actividad de la caspofungina sobre leva-
duras. Diversos autores han estudiado la actividad de este
antifiingico utilizando el método M27-A y aplicando distin-
tas definiciones de CMI (reduccion del crecimiento >50%,
90% o 100% con respecto al control) y diferentes tiempos
de lectura (24 o 48 horas) (1, 3-5, 7, 16-19). Asi mismo,
tampoco se dispone de un método estandar para determinar
la actividad fungicida (CMF) en levaduras y, al igual que
ocurre con la CMI, se han utilizado distintas definiciones de
la CMF (letalidad >90% 0 99%) (1, 5, 17). En este trabajo se
estudia la actividad antiftingica y fungicida de la caspofun-
gina por dos métodos, M27-A2 y EUCAST. El método EU-
CAST, estandarizado por el European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing para los azoles y la 5-fluo-
rocitosina, se diferencia del M27-A2 en el medio de cultivo
(RPMI + 2% de glucosa), la lectura espectrofotométrica de
los resultados a las 24 horas de incubacién y el tamaiio del
inéculo (10° UFC/ml) (8-13).

Las concentraciones utilizadas en este estudio y los vo-
Idmenes sembrados para determinar la CMF son superiores
a los empleados por otros autores; por otra parte, el criterio
aplicado para definir la CMF ha sido mas estricto (99% de
letalidad). Ademas, la determinacion de la CMI por ambos
métodos se ha realizado en paralelo con el fin de disminuir
la variabilidad.

Los resultados muestran que la caspofungina es muy
activa sobre levaduras distintas de C. albicans, con CMIL,
<2 mg/l para el 100% de las cepas por ambos métodos. As{
mismo, la CMI|, que inhibe al 90% de las cepas es <2 mg/l
para la mayoria de las especies estudiadas, excepto para al-
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gunas cepas de C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. famata
y B. capitatus. Estos resultados son similares a los obteni-
dos por otros autores en estudios con especies y nimero de
aislamientos similares a los nuestros (1, 5). En general, la
inhibicién del crecimiento por caspofungina a la CMI sue-
le ser del orden del 80%, y en la mitad de las cepas la inhi-
bicién del crecimiento fue total.

La actividad fungicida de la caspofungina depende de
la especie y de la cepa, siendo mayor para C. tropicalis, C.
glabrata y C. krusei, especies que presentan el mayor por-
centaje de cepas resistentes a los azoles (20-22). Esta acti-
vidad es menor en presencia de glucosa: 8 mg/l es una con-
centracion fungicida para el 80% de las cepas estudiadas
por el método M27-A2, mientras que con EUCAST esta
concentracion es fungicida para el 65,7%. Las CMF obte-
nidas por el método M27-A2 son més elevadas que las pu-
blicadas en otros estudios (1, 5) que utilizan volimenes
menores para su determinacioén (10 pl), probablemente de-
masiado bajos para poder apreciar la actividad fungicida
real. No obstante, también obtienen valores mas altos para
C. parapsilosis y C. guilliermondii. Otros autores (23) han
descrito que la adicién de glucosa no afecta a la CMI de la
caspofungina, pero nuestros datos no indican esto. Tal dis-
crepancia puede deberse a la utilizacién del mismo indculo
en los dos medios (103 UFC/ml). La caspofungina pierde la
actividad fungicida a concentraciones elevadas (>8 mg/l),
por el denominado “efecto paraddjico”, ampliamente des-
crito en otros grupos de antibidticos, por ejemplo las qui-
nolonas (24, 25). El efecto paraddjico lo distinguimos del
trailing en que en el primero hay una negativizacién del
crecimiento en varios pocillos, reapareciendo en algin po-
cillo aislado pero siempre a concentraciones >8 mg/l, mien-
tras que en el trailing el crecimiento se observa en todos o
varios pocillos sucesivos a concentraciones superiores a la
CML. La relevancia clinica que pueda tener esta pérdida de
actividad fungicida se desconoce. Otros autores no han
descrito el efecto paradéjico, seguramente porque las con-
centraciones por ellos utilizadas eran <8 mg/1.

Cuando comparamos los dos métodos observamos que
las CMI son entre una y tres diluciones mas bajas por el
EUCAST; en cambio, las CMF son ligeramente més eleva-
das por este método. La concordancia (+2 log) entre los
métodos es buena (>90%) para la CML, y la CMI,;. Por el
contrario, para las CMF depende de la especie: es muy bue-
na para C. krusei (90,91%) y mas baja en C. parapsilosis
(64,75%). Estos resultados son similares a los obtenidos
por otros autores (13).

En resumen, la caspofungina tiene una buena actividad
antiftingica sobre especies de levaduras distintas de C. al-
bicans, incluidas aquellas que habitualmente son resisten-
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tes 0 que presentan un porcentaje elevado de resistencia a
los azoles, como C. krusei, C. glabrata'y C. tropicalis (19);
sin embargo, es menor para C. guilliermondii y C. parap-
silosis. Los dos métodos estudiados tienen buena correla-
cién para la CMI y menor para la CMF.
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