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La disponibilidad de una formulacién intravenosa de itraconazol ha
incrementado el interés por conocer la actividad in vitro de este antifungico en
relacion al voriconazol. Por esta razdon se ha determinado la concentraciéon
minima inhibitoria (CMI) de 62 aislamientos clinicos de cinco especies de
hongos miceliares y de 100 aislamientos del género Candida y Cryptococcus
neoformans.

El método utilizado ha sido el de microdilucion en placa siguiendo los
documentos M38-A y M27-A2 del National Committee for Clinical Laboratory
Standards.

La CMlw« de itraconazol y voriconazol para Aspergillus fumigatus fue de

0,125 pg/ml. Destaca la elevada sensibilidad de la fase miceliar de Sporothrix
schenckii al itraconazol (p = 0,001). Voriconazol resulté mas activo sobre
Scedosporium apiospermium mientras que Scedosporium prolificans fue
resistente a los dos antifungicos. Algunos aislamientos de Rhizopus stolonifer
fueron sensibles al itraconazol y resistentes al voriconazol sin significacion
estadistica. La sensibilidad in vitro de las nueve especies de Candida fue similar
para itraconazol y voriconazol, excepto en el caso de Candida glabrata para
quien voriconazol presenté CMI mas bajas. Algunos aislamientos de Candida
albicans resistentes a fluconazol fueron sensibles a itraconazol y/o voriconazol.
Las CMI de itraconazol contra C. neoformans fueron menores que las de
voriconazol.

In vitro itraconazol y voriconazol presentan una actividad antifungica similar
excepto sobre S. shenckii. No obstante, existen diferencias entre los
aislamientos de una misma especie.
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Summary

I n vitro susceptibility study of micelial fungal and
yeast isolates to itraconazole and voriconazole

The interest on the in vitro susceptibility to itraconazole, has recently increased
due the availability of the intravenous formulation. In this study, comparative
MICs of this antifungal with voriconazole were carried out in 62 clinical isolates
of filamentous fungi and 100 yeasts isolates using the NCCLS microbroth
methods described in M38-A and M27-A2 documents.

A MICs« of 0.125 pg/ml was observed for itraconazole and voriconazole against
Aspergillus fumigatus. Higher susceptibility to itraconazole was found for the
filamentous form of Sporotrhix schenckii (p = 0.001). Voriconazole was more
effective against Scedosporium apiospermium while Scedosporium prolificans
isolates were resistant to both azoles.

Some isolates of Rhizopus stolonifer were susceptible to itraconazole and
resistant to voriconazole, but without statistical significance.

Susceptibility of nine species of Candida was similar for both triazoles used in
this study. However, Candida glabrata was more susceptible to voriconazole.
Some fluconazole-resistant Candida albicans isolates were susceptible to
itraconazole and / or voriconazole.

Cryptococcus neoformans was more susceptible to itraconazole than to

voriconazole.

ltraconazole and voriconazole showed very close in vitro activity against the
tested fungal isolated, except against S. schenckii. In spite of this, there were
some differences in susceptibility among isolates within the same fungal

species.
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Lareciente aparicion de laformainyectable deitra-
conazol (ITZ) [2,22] ha replanteado su uso en el trata-
miento de las micosis oportunistas graves. Si bien existen
publicaciones en las que se presentan resultados de la sen-
sibilidad in vitro de este triazol [10,17], sdlo en un nimero
reducido se pueden comparar |os resultados entre itracona-
zol y voriconazol (VCZ), de mas reciente comerciaiza-
cion.

La sensibilidad in vitro a los antifingicos de los
hongos filamentosos no ha tenido el mismo desarrollo que
en el caso de las levaduras; si bien en los Ultimos afios se
han publicado documentos que estandarizan los métodos
de estudio [15,16] probablemente no son aplicables a
todos los hongos miceliares o dimorfos en su fase miceliar.

El conocimiento de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) y de las concentraciones minimas fun-
gicidas (CMF) son un paso ineludible ala hora de elegir €l
tratamiento mas indicado en un paciente con micosis sisté-
mica y es particularmente importante cuando se trata de
dos antifangicos muy similares, como es el caso del ITZ y
VCZ, teniendo presente, ademas de la sensibilidad, otros
factores como su farmacodinamica, seguridad y coste eco-
némico.

El objetivo del presente estudio fue determinar las
CMI de los antifingicos ITZ y VCZ para mohos y levadu-
ras aislados de pacientes con micosis.

Materialesy métodos

Microorganismos. Se han estudiado 62 aislamientos
clinicos de hongos miceliares y 100 de levaduras (80 del
género Candida y 20 de Cryptococcus neoformans) aisla
dos de diferentes pacientes con micosis profundas en su
mayoria ingresados en los servicios de Enfermedades In-
fecciosas 0 de Medicina Intensiva del Hospital del Mar
(Barcelona). Los aislamientos estudiados fueron: Aspergi-

Ilus fumigatus (19 aislamientos) procedentes de pacientes
con aspergilosis pulmonar invasora o aspergiloma, Scedos-
porium apiospermium (7), Scedosporium prolificans
(9 aislamientos, de los que cuatro fueron cedidos por €l
Servicio de Microbiologia del Hospital Clinic de Barce-
lona), y Rhizopus stolonifer (5). Los 22 aislamientos de
Soorothrix schenckii procedian de enfermos con esporotri-
cosis cutaneolinfatica y fueron cedidos por € Instituto de
Medicina Tropical Von Humbolt (Lima, Pert).

Laslevaduras del género Candida, se aislaron de pa-
cientes del Hospital de Mar con candidiasis orofaringeay/o
esofagica, infectados por €l virus de la inmunodeficiencia
humana, o de candidiasis sistémicas en enfermos ingresa-
dos en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). Las espe-
cies estudiadas fueron: Candida albicans (25 aislamientos,
incluyendo ocho cepas con CMI de fluconazol -FCZ-
>64 pg/ml), Candida glabrata (15), Candida krusei (10),
Candida tropicalis (6), Candida guilliermondii (5), Can-
dida parapsilosis (5), Candida pelliculosa (5), Candida
lipolytica (5) y Candida lusitaniae (4). Las 20 cepas de
C. neoformans fueron aisladas del liquido cefalorraquideo
de pacientes con criptococosis ingresados en € Servicio de
Enfermedades Infecciosas.

Todos los aislamientos fueron conservados en la
coleccion del URMEC hasta el momento de ser utilizadas
en que se resembraron en medio de agar glucosado de
Sabouraud o Sabouraud diluido, segiin la especie, para un
control de calidad, comprobandose |a pureza del cultivo y
verificandose que se trataba de la especie indicada.

Como cepas de control de calidad se utilizaron
C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019.

Metodologia del estudio. EI método de microdi-
lucion que se empled fue el descrito en el documento
M38-A [16], para los hongos miceliares, y en el docu-
mento M 27-A2 [15], para levaduras, del National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).



Antifangicos. El ITZ fue proporcionado por los
laboratorios Janssen (Research-Foundation, Bélgica) y €l
VCZ por Pfizer Pharmaceuticals (Groton, EE.UU.). Las
soluciones madre del antifangico fueron preparadas en
dimetil sulfoxido a 100% (DMSO). Los antifingicos se
disolvieron a una concentracion 100 veces mayores que la
dosis méaxima evaluada (1,6 mg/ml) y fueron conservados
a—70 °C hasta el dia de la inoculacion de las placas.

Las concentraciones finales se prepararon para
ambos antifungicos con el medio de cultivo a un rango
entre 0,03 y 16 pg/ml.

Determinacion de la CMI. El estudio de sensibili-
dad in vitro se realiz6 en microplacas estériles utilizando
el medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma, EE.UU.) suple-
mentado con glucosa 18 g/l en 3-[N-Morpholino] acido
propanosulfénico (MOPS) apH 7.

Fueron afiadidos 100 pl de una suspension de levar
duras a una concentracién de 0,5-2,5 x 10° UFC/ml a cada
pocillo de la microplaca. Para los hongos miceliares se
inocularon 100 pl por pocillo de una suspensién de coni-
dias de 1 x 10° UFC/ml.

Como control del inéculo se cultivaron diferentes
concentraciones de las suspensiones fungicas en agar glu-
cosado de Sabouraud.

Las placas con levaduras se incubaron a 35 °C
durante 24-48 h (Candida) o 72 h (Cryptococcus), mien-
tras que las de los hongos miceliares se incubaron durante
siete dias.

Se valoraron las CMIs (= 50% de inhibicion, res-
pecto a control) en el menor tiempo de incubacién en €l
gue los controles de crecimiento mostraron un buen desa-
rrollo del hongo. Como término general, Rhizopus a las
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24 h, Aspergillus alas 48 h, y la lectura de los restantes se
realizé alas 72 h. Las CMls se valoraron visualmente y
también por espectrofotdmetro con un filtro de 414 nm
(Multiscan Labsystem MS, Finland) después de la agita-
cion de las placas.

Andlisis estadistico. Para el andlisis estadistico
se compararon los valores mediante la prueba de Wilco-
xon, la significacion estadistica se considerd con p < 0,05.
Los resultados se analizaron con el programa SPSS
(EE.UU.).

Resultados

En latabla 1 se presentan las CMIs para los dos
antifingicos estudiados correspondientes a las cepas de
hongos miceliares. El andlisis estadistico global no mostré
diferencias significativas entre ITZ y VCZ.

En la tabla 2 se muestran los resultados para las
diferentes especies de levaduras.En algunas especies de
Candida se apreciaron diferencias significativas entre
ambos antifangicos, mientras que en Cryptococcus no.

Las CMI del ITZ para las cepas de control de cali-
dad estuvieron dentro de los limites descritos.

A. fumigatus presentd los resultados mas homogé-
neos de sensibilidad aITZ y VCZ. Las CMI no superaron
los 0,25 pg/ml (CMlw = 0,125 pg/ml), sin diferencias sig-
nificativas entre ambos antifingicos.

Los 22 aislamientos de S. schenckii fueron alta-
mente sensibles a ITZ (CMl» = 0,5 pg/ml). Las CMIs de
VCZ fueron = 2 pg/ml. Estas diferencias resultaron ser
estadisticamente significativas (p < 0,001).

Tabla 1. Rango, media geométrica, CMlsc y CMIs para itraconazol y voriconazol contra las cepas de hongos miceliares.

Itraconazol (ug/ml)

Voriconazol (ug/ml)

Especies N

Rango MG CMlso CMlso Rango MG CMIso CMlso
Aspergillus fumigatus 19 0,03-0,25 0,091 0,125 0,125 0,06-0,125 0,095 0,125 0,125
Sporothrix schenckii 22 0,06-1 1 0,5 0,5 2-16 9,364 8 16
Scedosporium apiospermium 7 0,5->16 3,482 1 >16 0,125-0,5 0,185 0,125 0,5
Scedosporium prolificans 9 0,5->16 16 >16 >16 0,5-16 7,336 8 8
Rhizopus stolonifer 5 0,5->16 2,639 1 16 2->16 6,964 8 16

MG: media geométrica

Tabla 2. Rango, media geométrica, concentraciones minimas inhibitorias (CMI) 50% y 90% para itraconazol y voriconazol contra Candida y Cryptococcus

neoformans.
ltraconazol (ug/ml) Voriconazol (ug/ml)
Especies N
Rango MG CMilso CMlso Rango MG CMIso CMlso
Candida albicans 25° 0,06-2 0,254 0,25 1 0,03-8 0,127 0,06 1
17° 0,06-1 0,164 0,125 0,5 0,03-1 0,044 0,03 0,5
8 0,125-2 0,648 0,5 2 0,03-8 0,863 0,5 8
Candida glabrata 15 0,125-16 0,628 1 2 0,03-8 0,365 0,5 2
Candida krusei 10 0,03-1 0,352 0,5 0,5 0,03-1 0,173 0,25 0,5
Candida tropicalis 6 0,06-0,5 0,197 0,125 0,5 0,03-0,25 0,03 0,03 0,25
Candida parapsilosis 5 0,06-0,125 0,06 0,06 0,125 0,03-0,5 0,03 0,03 0,5
Candida pelliculosa 5 0,25-0,5 0,435 0,5 0,5 0,125-0,25 0,217 0,25 0,25
Candida lipolytica 5 0,25-0,5 0,287 0,25 0,5 0,03-0,06 0,034 0,03 0,06
Candida guilliermondii 5 0,125-0,25 0,143 0,125 0,25 0,03-0,06 0,03 0,03 0,06
Candida lusitaniae 4 0,125-0,25 0,148 0,125 0,25 0,03-0,06 0,035 0,03 0,06
Cryptococcus neoformans 20 0,03-0,5 0,075 0,06 0,25 0,03-16 12,699 0,06 8

MG: media geométrica
a: total de aislamientos
b: aislamientos < 64 pg/ml al fluconazol
c: aislamientos = 64 pg/ml al fluconazol
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Un aislamiento de S. prolificans fue sensible a
ambos azoles. Cuatro aislamientos de S. apiospermium se
inhibieron con < 1 pg/ml de ITZ, mientras que la CMI de
VCZ fue< 0,5 (p = 0,018).

En tres aislamientos de Rhizopus stolonifer las CMI
de ITZ fueron < 1y elevadas las de VCZ, no mostrando
diferencias significativas entre ambos antiflingicos.

La sensibilidad in vitro de Candida spp a ITZ y
VCZ fue variable seglin la especie considerada. Las espe-
cies con medias geométricas mas bajas de ITZ fueron
Candida parapsilosis (0,06 pg/ml), C. guilliermondii
(0,143 pg/ml), C. lusitaniae (0,148 pg/ml) y C. tropicalis
(0,197 pg/ml) que también presentaron valores menores
para el VCZ (0,03, 0,03, 0,035, y 0,03 pg/ml, respectiva-
mente). En genera € 1TZ ha presentado valores de CMI
paralelos a los obtenidos con VCZ para las especies de
Candida estudiadas.

La CMIlw para C. glabrata fue la que mostré mayo-
res valores para ambos antifingicos (2 pg/ml), si bien la
media geométrica resultd menor para VCZ.

En el caso de C. neoformans no hubo diferencias
significativas entre ambos triazoles, aunque tres aislamien-
tos resistentes a FCZ también lo fueron a VCZ, mientras
que resultaron altamente sensibles a ITZ.

Discusion

Aparte de la anfotericina B, los triazoles ITZ y
V CZ son los antifungicos con mas amplio espectro de acti-
vidad sobre hongos levaduriformes y miceliares. Hasta
hace poco tiempo, ITZ solamente estaba disponible para
administracion oral, hecho que limitaba considerablemente
su administracion en pacientes con micosis sistémicas gra-
ves. La introduccion de una forma intravenosa ha signifi-
cado un avance importante.

FCZ sigue siendo € antifiingico de mayor uso en €
tratamiento de micosis producidas por levaduras. La exis-
tencia de aislamientos resistentes [20] obliga a plantearse
el empleo de otros farmacos.

De los 80 aislamientos del género Candida inclui-
dos en este estudio, 18 (22,5%) habian resultado resisten-
tes a FCZ en un estudio anterior [14]. Cuatro de los ocho
aislamientos de C. albicans resistentes a FCZ mostraron
una CMI < 0,5 pg/ml paraITZ.

En € presente estudio destaca la alta sensibilidad de
las cepas del hongo dimorfico S. schenckii a ITZ. Ghosh
et a. [9] comunicaron que el 56% de las cepas de este
hongo eran sensibles a ITZ. También se ha publicado que
S. schenckii es mucho mas sensible alTZ que aVCZ [11].

A. fumigatus presentaata sensibilidad al TZy VCZ
[10,12,13]. En 24 aislamientos de esta especie, cuya sensi-
bilidad se estudié mediante otras técnicas [12], se describié
una media geométrica de ITZ de 0,06 pg/ml y una CIMw
de 0,12 pg/ml, resultados parecidos a los del presente es-
tudio. Otros autores han publicado resultados similares
[6-8,21,22]. Pfaller et al. [18] obtuvieron una CMI de ITZ
de 1 pg/ml en 12 aislamientos de S prolificans, especie
gue se considera altamente resistente a los antifingicos,
con un aislamiento sensible al 1TZ. Berenguer et al. [1]
han estudiado nueve aislamientos de S. prolificans que
resultaron resistentes a anfotericina B, 5 fluorocitosina,
miconazol, FCZ e ITZ con una CIM« >16 pg/ml. Cuencae-
Estrellaet al. [3] estudiaron la sensibilidad de 43 cepas de
S prolificans a siete antifangicos y observaron una activi-
dad in vitro muy baja.

S apiospermium presenta un comportamiento muy
diferente. De los siete aislamientos estudiados, cuatro fue-
ron sensibles a ITZ. Zeng et a. [25] hallaron un rango de
CMI de1 a2 pg/mly una CMlw de 1 pg/ml para ITZ.
Como en este estudio, la sensibilidad hallada por ese autor
ha resultado mucho mayor para VCZ (rango de CMI
de < 0,03-0,5 pg/ml y CIiMso de 0,06 pg/ml y CiMs« de
0,125 pg/ml). Espinel Ingroff [7] ha obtenido resultados
semejantes para I TZ.

Las CMI deITZ paraR. stolonifer resultaron meno-
res que las de VCZ aunque sin significacion estadistica.
Estos resultados concuerdan con los descritos por otros
autores [4] que obtuvieron rangos de 0,25-32 pg/ml, ClMso
de 0,5 pg/ml y CMlw de 4 pg/ml con 15 aislamientos de
esta especie, mientras que para VCZ estos valores fueron
muy superiores (4-64, 8 y 16, respectivamente). Pfaller
et a. [19] hallé unos rangos superiores a los de este estu-
dio para ambos antifingicos (CMI > 4 pg/ml) en cuatro
aislamientos.

En general, en Candida el ITZ ha presentado va-
lores de actividad paralelos a los obtenidos para VCZ.
Las medias geométricas més bajas para €l ITZ se observa-
ron en C. parapsilosis (0,06 pg/ml), C. guilliermondii
(0,243 pg/ml), C. lusitaniae (0,148 mg/ml) y C. tropicalis
(0,297 pg/ml), que también fueron las especies que pre-
sentaron mayor sensibilidad a VCZ (0,03 pg/ml).

C. glabrata ha sido la Unica especie que ha mos-
trado una CMIs de ITZ de 1 pg/ml.

Swinne et al. [21,22] describieron un 17% de resis-
tencias a ITZ de esta especie. Drago et a. [5] estudiaron,
empleando Sensititre, 309 aislamientos de C. glabrata y
63 de C. krusei y encontraron una elevada sensibilidad a
V CZ para ambas especies con una CIM« de 0,5 pg/ml. En
351 aislamientos de Candida sp. estudiados siguiendo el
método europeo (EUCAST) [3], € 12% presentaron una
baja sensibilidad a ITZ (CIMs = 0,25 pg/ml).
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