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1. Introduccioé
1.1 Generalitats

Els fongs son organismes eucariotes heterotrofs que es caracteritzen per
absorbir els nutrients del seu medi mitjangant la secrecié d’enzims que
els degraden fins a permetre’n I'assimilacié. La principal caracteristica
estructural que els distingeix d’altres eucariotes és una paret cel lular
que consta de quitina i glucans com a components majoritaris. Pel que
fa al seu origen evolutiu, es troben evidencies fossils de I'existencia de
fongs des de fa 400 milions d’anys (ALExoPouLOs [et alii], 1996), pero es
creu que aquests es van diferenciar dels animals fa 965 milions d’anys
(BackweLr, 2000). Actualment, es coneixen unes 34.000 especies de
fongs (INDEx FunGorum, 2009), només una fraccié del milié i mig d’es-
pécies que es creu que existeixen (MUELLER, 2007). Tot i que els fongs
s’estudien des de fa dos-cents cinquanta anys, no va ser fins fa quaranta
anys que se’ls va comencar a considerar com un grup propi i diferenciat
respecte a altres grups d’eucariotes (WHITTAKER, 1969), fent de la micolo-
gia com a tal un camp d’estudi relativament recent.

Els fongs intervenen en els processos de biodegradacié de restes
d’animals i vegetals amb components quimics basics i tenen un paper
clau en el cicle del carboni i de diferents minerals. Els fongs que descom-
ponen organismes morts que contenen cel lulosa o0 mid6é s’anomenen
saprofits. Els que formen associacions simbiotiques amb les plantes, ob-
tenint-ne un benefici mutu, es denominen mutualistes, un exemple dels
quals son els fongs que viuen associats a les arrels de plantes formant
micorizes (CrLay, 1988). Altres fongs produeixen malalties infeccioses
a plantes i animals, incloent-hi 1'home, i es consideren parasitaris. Els
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fongs patogens per a les plantes causen greus malalties en llavors, plan-
¢ons i plantes madures, cosa que déna lloc a un menor creixement i
reproducci6 de les plantes (SHUMANN, 1991) i ocasionen en alguns casos
greus perdues econdomiques al sector de l'agricultura. També els fongs
provoquen malalties als éssers humans i a d’altres animals. Tot i aixo,
de les 34.000 especies de fongs que hi ha descrites actualment, menys
de cinc-centes s’associen a malalties humanes (RICHARDSON i WARNOCK,
2003; pe Hooc [et alii], 2000) i encara sén menys les espécies capaces de
causar infeccions greus en individus immunocompetents. D’altra ban-
da, els fongs tenen un impacte directe sobre la nostra vida quotidiana;
qualsevol persona que llegeixi aquestes linies, amb tota seguretat, haura
rebut durant la seva vida algun tipus de tractament antibacteria amb
alguna substancia provinent o derivada del metabolisme fangic. A part
de l'actual importancia en biotecnologia industrial i en I’ambit sanitari
d’aquests antibacterians (cefalosporines, penicil lina, etc.) i també d’an-
tiftingics (griseofulvina i caspofungina) i vitamines, entre altres, produ-
its per fongs, aquests han estat emprats i sén emprats en la produccié
d’aliments com el pa, el formatge, el vi, la cervesa, etc. (CARLILE [et alii],
2001), per diverses cultures des de fa milers d’anys.

Els fongs es classifiquen segons la seva morfologia en llevats, fongs
filamentosos i fongs dimorfics. Els llevats s6n fongs unicel lulars que es
reprodueixen generalment per gemmacid, encara que alguns ho fan per
fissi6 binaria. Les caracteristiques morfologiques dels llevats s’establei-
xen per la preséncia o no de capsula, la mida i la forma de les cél lules, el
mecanisme de formacié de la cel lula filla, la capacitat de formar pseu-
dohifes o hifes veritables, i la capacitat de formar el teleomorf (estadi en
el qual el fong es reprodueix de forma sexual, també anomenat forma
perfecta). Les caracteristiques fisiologiques s6n també importants per a
la seva identificacié. Aquest grup de fongs compren generes com Can-
dida, Saccharomyces o Cryptococcus, incloent patogens primaris, patogens
oportunistes (Candida albicans, Cryptococcus neoformans) i d’altres amb
una gran importancia en la industria alimentaria (Saccharomyces cerevi-
siae).

Els fongs filamentosos es caracteritzen per tenir una estructura
pluricel lular formada per una xarxa d’hifes ramificades amb creixe-
ment apical (miceli). Creixen amb aquesta estructura filamentosa in-
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dependentment de les condicions externes, que tinicament poden in-
fluenciar en la velocitat de creixement i en la major o menor formacié
d’estructures reproductores, aixi com en la formacié o no del teleomorf.
Els diferents géneres i especies de fongs filamentosos, en la seva fase
asexual, es diferencien, principalment, per la conidiogenesi i per les ca-
racteristiques morfoldgiques observades en els conidis i en les cel lules
conidiogenes, dades que ens permeten classificar-los (ALExoPOULOS [ef
alii], 1996).

Els fongs dimorfics expressen fenotipicament dues morfologies
diferents en funcié de les caracteristiques del medi (temperatura, con-
centracié de CO,, pH) en queé es desenvolupen. S6n fongs filamentosos
quan creixen en cultius in vitro a 25°C i llevats quan es troben infec-
tant un organisme (RippoN, 1988, pE Hooc et alii], 2000). Els principals
representants amb importancia medica d’aquest grup sén Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides
brasiliensis, Penicillium marneffei i Sporothrix schenckii.

1.2 Els fongs com a agents infecciosos. Micosis

A més de la relativa escassetat d’especies de fongs amb potencial pato-
genic (KwoN-CHUNG, 1992), les malalties causades per fongs (1micosis) son
relativament infreqiients en persones immunologicament competents
en comparacié a altres malalties infeccioses. Aixi, doncs, hi ha un fort
contrast entre I'abundancia d’espécies fuingiques presents en I'ambient
ila baixa freqtiéncia d’infeccions causades per aquest grup de microor-
ganismes.

L’establiment d"una micosi implica la capacitat del microorganis-
me de créixer en condicions de pH, temperatura i potencial redox pre-
sents en els teixits de I'hoste, les quals sén, generalment, poc favorables
per al creixement dels fongs. Els agents infecciosos han de posseir, per
tant, certes caracteristiques que els permetin sobreviure en aquest am-
bient, aixi com mecanismes per a evitar les defenses de I'hoste (CasaDE-
vAaLL i Prorski, 2001; CLeMONs i STEVENs, 2000). Algunes espécies, pero,
han aconseguit adaptar-se a les condicions desfavorables imposades
per 'hoste i desenvolupar-se als seus teixits. De totes maneres, la viru-
lencia d'un microorganisme depén tant de les caracteristiques del mi-
croorganisme com de factors propis de 'hoste (PIROFsk1 i CASADEVALL,
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2002), per la qual cosa I’establiment d’una malaltia infecciosa depén de
I'estret equilibri entre 'hoste i el microorganisme.
Depenent de la font d"infeccid, les micosis es poden classificar en:

MicosIs ENDOGENES

Son aquelles causades per fongs presents en la microbiota de la pell i
mucoses com les especies del genere Candida, i que només es produeixen
en el cas d"un desequilibri en la relacié entre I'hoste i el microorganisme.
Per exemple, la candidiasi s’associa a danys en les cobertes naturals,
tractaments antibacterians, is de corticosteroides i immunosupressio.

MicOsIS EXOGENES

Son aquelles que es produeixen a causa de la inoculacié traumatica de
I'agent infeccids a la pell o per inhalacié o ingestié6 d’espores. Alguns
dels agents infecciosos de procedéncia ambiental més habituals son les
espécies del genere Aspergillus i els fongs dimorfics. Majoritariament, les
micosis sistemiques d’origen exogen es produeixen a partir d’un focus
primari pulmonar, com a conseqiiéncia d’haver inhalat espores.

Depenent de la localitzacié de la infeccid, les micosis es poden clas-
sificar en:

MICOSIS SUPERFICIALS

Sén aquelles que afecten la capa externa de I'estrat corni de la pell i la
cuticula del pel. Aquest tipus de micosi afecta teixits inerts, per la qual
cosa no es déna una resposta immunitaria detectable en 'hoste. Entre
els agents etiologics causants d’aquest tipus d’infeccions, cal destacar
Malassezia spp. (llevat causant de la pitiriasi versicolor), Hortaea werneckii
(causant de la tinya negra), Trichosporon spp. i Piedraia hortae (causants
de la pedra blanca i negra, respectivament). Trichophyton mentagrophytes,
Acremonium spp., Scopulariopsis spp. i Fusarium spp., entre d’altres que
poden produir onicomicosis (TORRES-RODRIGUEZ i LOPEZ-JoDRrA, 2000). El
diagnostic de les infeccions superficials és relativament senzill i la tera-
pia especifica acostuma a proporcionar una bona resposta clinica, enca-
ra que amb certes dificultats en el cas de les infeccions d"ungles.
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MIiCOsIs CUTANIES

Son infeccions produides, en general, per fongs dermatofits i que es
localitzen a I'epidermis, dermis i estructures queratinitzades (ungles i
pel). Es diferencien de les micosis superficials en el fet que poden afec-
tar capes més profundes de la pell provocant la resposta immunitaria
de I'hoste. Els generes Trichophyton, Epidermophyton i Microsporum sén
els més freqiientment implicats en aquest tipus d’infeccions (pE HooG
[et alii], 2000). A part dels dermatofits, diverses especies de Candida,
principalment C. albicans, també es troben implicades, habitualment,
en aquest tipus d’infeccions, afectant no només la pell, sin6é també les
ungles i les mucoses (candidiasis micocutanies). Les micosis cutanies
poden evolucionar cap a la produccié de lesions subcutanies (ErBaccy,
2002; SmiTH [et alii], 1991).

Micosis SUBCUTANIES

Sén infeccions croniques i localitzades de la pell i del teixit subcutani
arran de la implantacié traumatica de 'agent etiologic. Els fongs cau-
sants d’aquest tipus d’infeccions conformen un grup molt heterogeni,
generalment, saprofits del sol, la capacitat dels quals per adaptar-se als
teixits i provocar la malaltia és molt variable. Afecten les capes profun-
des de la dermis i teixit cel lular subcutani, i es poden estendre cap al
muscul i als ossos. Segons el microorganisme causant, podem distingir
diversos tipus de micosis subcutanies, entre les quals podem destacar:

* Eumicetoma. Es tracta de lesions granulomatoses supuratives,
I'exsudat de les quals acostuma a presentar microcolonies en
forma de grans. Els agents causals inclouen els generes Madure-
lla, Acremonium, Pseudallescheria, Exophiala, Leptosphaeria, Curvu-
laria, Fusarium i Neoscytalidium, entre d’altres.

e Esporotricosi. Es provocada per membres del complex d’espécies
Sporothrix schenckii (MARIMON [et alii], 2006). La forma més tipica
de la malaltia és I'esporotricosi limfocutania aguda i es produ-
eix per la disseminacié de I'organisme cap als ganglis limfatics
propers al punt on es produeix la inoculaci6é traumatica. També
es pot arribar a produir una afectacié osteoarticular i visceral
tant en pacients immunocompetents com immunocomprome-
sos (MoRRris-JoNEs, 2002).
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* Cromoblastomicosi. Aquesta infecci6 es caracteritza per la pre-
séncia de lesions ulceroses no exsudants, poc extenses i localit-
zades, preferentment, a les extremitats. Poden disseminar-se per
via limfatica. Els agents responsables tipics de la cromoblasto-
micosi s6n Cladophialophora carrioni, Fonsecaea spp. (DE Hoog [et
alii], 2000), Phialophora verrucosa (SHARMA [et alii], 2002) o Exophia-
la dermatitidis (CLaNcy [ef alii], 2000).

* Feohiformicosi. Causada per una serie de fongs dematiacis que es
caracteritza per la morfologia micelial de I'organisme en teixits.
Aixo la separa d’altres tipus d’infeccions causades per fongs
pigmentats amb una morfologia granular (micetoma) o amb
cossos esclerotics (cromoblastomicosi). Els agents etiologics son
diferents especies d’Exophiala, Phialophora, Wangiella, Bipolaris,
Exserohilum, Cladophialophora, Aureobasidium, Cladosporium, Cur-
vularia i Alternaria (AJeLLO [et alii], 1997).

Hi ha també altres tipus d’infeccions subcutanies menys freqiients
com la lobomicosi, la rinosporidiosi, les zigomicosis subcutanies, etc.

MICOSIS SISTEMIQUES

Les micosis sistemiques impliquen la disseminacié de la infecci6é a dos
o més organs no adjacents o a un organ i a la sang (Ruslo [et alii], 2001;
MrrcHeLL, 2007). S6n les més greus i poden resultar fatals per als indivi-
dus amb un sistema immunitari deficient o quan el patogen és resistent
als tractaments antifingics. Aquestes infeccions fingiques generalment
son adquirides a partir de la inhalacié o inoculacié traumatica d’espo-
res. Tot i que sén molt més freqiients en pacients immunocompromesos,
també es poden donar en pacients amb el sistema immunitari aparent-
ment intacte. En pacients immunocompetents, aquestes infeccions acos-
tumen a ser causades pels fongs dimorfics, patogens capagos de superar
les defenses fisiologiques i cel ulars de I'hoste huma normal per mitja de
canvis importants en la seva paret cel lular, morfologia i metabolisme.
Per la seva incidencia i gravetat, en podem destacar les segiients espeécies:
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasilien-
sis i Coccidioides immitis. Totes aquestes especies, en general, es troben
geograficament limitades a les zones arides d’Ameérica i acostumen a
produir una infeccié pulmonar inicial després de la inhalacié de conidis.
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Altres agents etiologics menys habituals també sén capagos de
produir infeccions sistémiques en hostes immunocompetents, com és el
cas de Cladophialophora bantiana, causant de la majoria de feohifomicosis
del sistema nervids central. Aquest tipus d’infeccions presenten una ele-
vada mortalitat i una minsa resposta al tractament amb antifingics.

Les infeccions fuingiques en hostes immunocompromesos sén cada
cop més freqiients a causa de 'envelliment de la poblacié als paisos
desenvolupats, 'augment de la incidéencia de molts tipus de cancer
(que impliquen tractaments molt agressius), la millora dels tractaments
per a pacients en estat critic, aixi com l'increment de la freqiiéncia de
trasplantaments d’organs (RicHARDSON i Lass-FLORL, 2008). Tots aquests
factors permeten que fongs que, normalment, serien incapagos de cau-
sar infeccions en un hoste sa produeixin greus infeccions sistemiques.
Aquests fongs son anomenats oportunistes.

Els factors que afavoreixen "adquisicié d’infeccions oportunistes
s6n nombrosos i variats. Els més comuns sén:

¢ Alteracions de les barreres naturals:

— antibioterapia multiple o prolongada
— implantacié de cateters intravasculars durant periodes llargs
de temps
- cremades, llagues o traumatismes
* Alteracions quantitatives i/ o funcionals del sistema immunitari:
— radioterapia
— quimioterapia
— aplasia medul lar
— malaltia granulomatosa cronica
— diabetis
- SIDA
— leucemies
— I'tis d’agents immunosupressors en el tractament de malalties
autoimmunes, aixi com en transplantaments d’organs solids i
de medul 1a ossia
Els fongs oportunistes més habituals sén Candida spp., Aspergillus
spp., Mucorals i altres filamentosos com Fusarium spp., i Scedosporium
spp. Quan causen infeccions sistémiques, son dificils de diagnosticar i
produeixen una elevada mortalitat, tot i I'aplicacié de terapies antiftn-

19



Marcal Mariné Mestres

giques. La prompta administracié d'un tractament antiftiingic adequat
i la recuperaci6é de I'estat immunologic del pacient sén les directrius
basiques per a afrontar aquest tipus d’infeccions.

1.2.1 Candida spp. com a agents causals de micosis sistemiques

Les especies que pertanyen al genere Candida son la causa més comu-
na de micosis invasives en els éssers humans, produint infeccions que
van des de desordres mucocutanis a infeccions sistémiques que poden
afectar qualsevol organ. Tot i que I'especie més comunament aillada en
casos de candidiasi invasiva és Candida albicans, hi ha una vintena d’es-
pécies de Candida que han estat reconegudes com a agents etiologics per
aquest tipus d’infeccions.

L’increment d’aquest tipus d’infeccions és un fenomen que s’ha
anat observant des de la segona meitat del segle xx en paisos desen-
volupats amb un alt nivell d"atenci6 hospitalaria, fins al punt que, per
exemple, el conjunt d’especies de Candida ocupen als EUA el tercer lloc
en nombre d’aillats a partir d’hemocultius en infeccions adquirides als
hospitals (SPELLBERG [ef alii], 2006). Durant els darrers anys, s’ha observat
un augment en la freqiiencia d’infeccions causades per altres especies
de Candida a part de C. Albicans; C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis i
C. krusei son les més habituals (PFALLER [et alii], 2007a).

L’heterogeneitat d’especies de Candida capaces de produir micosis
sistemiques fa que calgui ser molt curds en l'atenci6 a les caracteristi-
ques propies de cada especie a 'hora d’enfrontar-se a aquest tipus d’in-
feccions:

CANDIDA ALBICANS

Descrita fa gairebé noranta anys, es tracta d'un llevat capag de produir
pseudomiceli i miceli i també de mantenir la forma de llevat tant en cul-
tiu com als teixits d’un hoste. La seva morfologia és molt variable, depe-
nent de la soca. Recentment, s’ha descobert que és capag de reproduir-se
sexualment, perd de manera molt limitada a I"entorn natural (Opps [et
alii], 2007). En general, és sensible a la majoria d’antiftingics, pero, es-
poradicament, s’ha descrit I'aparicié de resisténcies a antifingics com
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el fluconazole (MARR [ef alii], 1997) o, més recentment, el voriconazole
(PFALLER [et alii], 2007D).

CANDIDA GLABRATA

Inicialment, inclosa en el genere Cryptococcus i, posteriorment, dins
del genere obsolet Torulopsis, va passar a formar part del genere 1'any
1978. Aquest llevat, genéticament més proper a Saccharomyces cerevi-
siae que a la resta d’especies de Candida, tendeix a romandre sempre
en forma unicel lular i molt rarament produeix pseudohifes (CsaNK i
Havynes, 2000). Tradicionalment, ha estat considerada una especie pro-
pia de la microbiota d’individus sans (STENDERUP i PEDERSON, 1962), pero
I'augment de la poblacié amb el sistema immunitari alterat pels factors
anteriorment esmentats ha fet que, actualment, es consideri la segona o
tercera espécie del genere en importancia clinica (PFALLER [et alii], 2007a).
Cal tenir en compte aquest gran augment en la incidencia d’infeccions
sistemiques causades per C. glabrata, ja que la mortalitat associada a
aquest fong és la més elevada de totes les especies de Candida (PATTER-
soN, 2005). Un altre factor preocupant a I’hora d’enfrontar-se a aquest
tipus d’infeccions és la resisténcia que presenten moltes soques de C.
glabrata a certs antiftingics. La seva resisténcia al fluconazole és ben co-
neguda (FIDEL [ef alii], 1999), aixi com un perfil de baixa sensibilitat a
I"amfotericina B (PArpas [et alii], 2004) en comparacio a altres espécies de
Candida. Recentment, s’ha observat que una proporci6 significativa de
soques sOn també resistents al voriconazole (PFALLER [ef alii], 2007D).

CANDIDA PARAPSILOSIS

Candida parapsilosis és un dels agents etiologics més comuns de candide-
mia neonatal a les unitats de cures intensives (TORTORANO [et alii], 2006) i
la seva incidencia esta tipicament relacionada amb 1'ts de catétersil’ad-
ministracié de nutrici6 parenteral (BEpiNt [et alii], 2006 ). Els aillats de C.
parapsilosis sén habitualment sensibles als azoles (BEpiNt [ef alii], 2006),
pero acostumen a presentar una menor sensibilitat a les equinocandines
(PFALLER [ef alii], 2008).
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CANDIDA TROPICALIS

Les infeccions disseminades produides per C. tropicalis s’associen a unes
elevades taxes de mortalitat, comparables a les produides per C. glabrata
(Bedini [ef alii], 2006, Tortorano [ef alii], 2004). Es consideren factors de
risc per a aquestes micosis les hemopaties malignes com la leucémia, la
neutropenia persistent i 'estada prolongada a cures intensives (Kon-
toyiannis [ef alii], 2001).

CANDIDA KRUSEI

La forma allargada de les seves cel lules, una abundant produccié de
pseudohifes, aixi com la forma de les seves colonies al créixer en medi
Sabouraud dextrosa agar la distingeixen de la resta d’especies del géne-
re. També és un tret distintiu d’aquesta especie el fet que es conegui el
seu teleomorf (Issatchenkia orientalis), a diferéncia de la majoria d’espe-
cies de Candida d’importancia clinica. Tot i que les infeccions causades
per C. krusei sébn menys freqiients que les produides per les especies de
Candida anteriorment mencionades, representen fins al 4% del total de
candidiasis invasives (Pfaller [et alii], 2004a). Aquesta espécie és cone-
guda per la seva resisténcia intrinseca al fluconazole, de tal manera que
la colonitzacié previa del pacient per part d’aquest llevat conjuntament
amb l'aplicacié de profilaxi amb aquest farmac acostumen a ser forga
predictives d"una posterior infeccié sanguinia (Pfaller [et alii], 2006b).
Tot i aixo, I'administracié prévia de fluconazole per si sola no es pot
considerar un factor de risc per a les candidiasis causades per C. krusei
(Lin [et alii], 2005). Aquest llevat presenta una taxa de mortalitat molt
elevada, en part, atribuible a la seva pobra resposta als agents antiftin-
gics, ja que, a més de la resisténcia al fluconazole, també s’ha observat
una disminucio de la sensibilitat a I'amfotericina i a la flucitosina en al-
gunes soques d’aquesta especie. No s’han observat resisténcies creuades
amb altres triazoles més recents com el ravuconazole o el voriconazole
per C. krusei (Pfaller [et alii], 2008); tot i aix0, la idoneitat de 'administra-
cié d’aquests farmacs per a tractar les infeccions causades per aquesta
espécie ha generat certa controversia (Arendrup [et alii], 2007).
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CANDIDA DUBLINIENSIS

Candida dubliniensis és una especie descrita el 1995 que comparteix moltes
caracteristiques fenotipiques amb C. albicans. La infeccié produida per
C. dubliniensis s’associa, sobretot, a la colonitzacio6 i a la infeccié oral en
individus infectats pel VIH. Encara que C. dubliniensis és freqiientment
aillada en la cavitat oral, també ha estat aillada en femta, esput, orina i
sang (Al Mosaid [et alii], 2005; Gee [et alii], 2002; Marriot [et alii], 2001).
No obstant aixo, la incidéncia de C. dubliniensis en infeccions sistemiques
és baixa i no supera el 2% de casos de candidemia al Regne Unit (Kibbler
[et alii], 2003) i als EUA (Sebti [et alii], 2001), fet que contrasta amb el
65% de candidémies causades per C. albicans. La majoria de soques de
C. dubliniensis son generalment sensibles als azoles d"tis general, pero la
resistencia in vitro a aquests ha estat descrita ja en soques d’origen clinic
(Pinjon [et alii], 2005). S’ha observat que moltes soques d’aquesta espeécie
presenten creixements andmals quan son exposats a les equinocandines
in vitro (Fleischhacker [et alii], 2008), tot i que no hi ha dades cliniques
que indiquin una menor efectivitat d’aquest grup d’antifangics per al
tractament d’infeccions causades per C. dubliniensis.

CANDIDA LUSITANIAE

Candida lusitaniae també produeix infeccions disseminades en pacients
amb hemopaties malignes, tot i que amb una incidencia menor que C.
tropicalis, C. parapsilosis o C. krusei (Hazen, 1995). Les soques de C. lusita-
niae son sensibles als azoles, perd presenten una resistencia intrinseca a
I"amfotericina B (Bedini [et alii], 2006).

1.2.2 Cladophialophora bantiana com a agent causal de feohifomicosis ce-
rebrals

El terme feohifomicosis fou utilitzat per primera vegada 1'any 1974 per
tal de distingir les infeccions que produeixen abscessos micotics amb
hifes pigmentades, de les comoblastomicosis i les esporotricosis (AJELLO
[et alii], 1974). El tractament d’aquest tipus d’infeccions és sempre com-
plicat i moltes vegades depén més de la cirurgia que de la terapia amb
agents antifingics (REVANKAR [et alii], 2004). La baixa freqiiéncia de casos
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clinics de feohifomicosis impedeix dur a terme estudis estadisticament
robustos sobre I'eficacia dels antiftingics per a tractar-les.

Tot i que les especies que pertanyen al génere Cladophiaophora es
poden considerar fongs filamentosos, sovint han estat classificades per
les seves caracteristiques colonials dins dels llevats negres, terme que en-
globa un grup molt heterogeni de fongs que es defineixen per una paret
cel lular pigmentada i que es reprodueixen per gemmacio, pero que, en
la majoria de casos, presenten un creixement miceliar i, fins i tot, forma-
ci6 de conidis.

Totil'escassetat de casos descrits d"infeccions causades per Cladop-
hialophora bantiana, aquestes exhibeixen una taxa de mortalitat preocu-
pantment elevada, que es deu, principalment, al marcat neurotropisme
d’aquesta especie. En el cas d’infeccions que afecten el sistema nerviés
central, s’hi afegeix, a més de la dificultat d’una intervencié quirtrgica
en un organ tan delicat com és el cervell, la incapacitat d’alguns farmacs
de travessar la barrera hemato-encefalica.

Cladophialophora bantiana és una espeécie de distribucié mundial i,
tot i que presenta certa preferéncia pels climes temperats i humits, pot
suportar altes temperatures, potencials hidrics molt baixos i, fins i tot, es
pot mantenir viable durant anys en mostres cliniques que han estat sot-
meses a processos de tincié. La capacitat de les especies del genere Cla-
dophialophora per a degradar i, fins i tot, utilitzar compostos aromatics
com el benzé com a tnica font de carboni ha permes d’especular sobre
l'origen del seu neurotropisme, que podria estar relacionat amb la pre-
sencia al cervell de components d’estructura molt semblant a aquests
compostos aromatics (PRENAFETA-BOLDU [et alii], 2006).

Pel que fa a la sensibilitat als antiftngics, C. bantiana s’ha mostrat
sensible in vitro a la majoria d’azoles, a 'amfotericina B i a la flucitosina,
mentre que les equinocandines han mostrat certa activitat, perd en me-
nor grau (ESPINEL-INGROFF, 1998; Nakal [et alii], 2003; AL-ABDELY [et alii],
2005). Tot i els resultats in vitro, I'efectivitat dels antiftiingics en aquest
tipus d’infeccions ha estat molt irregular i encara no hi ha recomanaci-
ons especifiques per al tractament dels abscessos cerebrals causats per
C. bantiana (KaNTarRCIOGLU i DE Hoog, 2003).
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1.3 Antifangics

El terme antifiingic o antimicotic inclou aquelles substancies que poden
produir modificacions a les estructures basiques de la cel lula fangica,
inhibint-ne el desenvolupament o alterant-ne la viabilitat i produint
les minimes alteracions possibles en les cel lules de I'hoste (KERRIDGE i
VANDE-BosscHE, 1990). La similitud de les dianes d’accié d’alguns anti-
fangics amb estructures o rutes metaboliques de les cel lules humanes
determina I’escas nombre d’aquests farmacs en comparacié amb els an-
tibiotics antibacterians existents, aixi com la major possibilitat d’aparicié
d’efectes secundaris i/ o toxics (GRAYBILL [ef alii], 2003; GUBBINS i ANAISSIE,
2003).

Els antiftingics es classifiquen segons la seva estructura quimica, el
seu origen (natural o de sintesi quimica), el seu espectre (ampli o restrin-
git) i el seu mecanisme d’accié (CARrRILLO-MuUNOZ [et alii], 1999).

El tractament de les micosis ha sofert una evoluci6é que va des de
I'ts dels antifingics considerats de “primera generaci6”, derivats de
productes o de l'activitat metabolica de determinats microorganismes,
fins als de “segona generacié”, en que predomina 1’obtencié per sintesi
quimica. Les primeres substancies utilitzades amb activitat antifingica
van ser metalls pesats com el iodur potassic, metal loides, derivats del
sofre i les sulfonamides i, posteriorment, es van introduir els primers
antibiotics antiftiingics: griseofulvina, nistatina, amfotericina B i flucito-
sina. Els antiftingics azoles van ser desenvolupats durant els anys 50 i 60
ino es van emprar en la practica clinica fins al 1969, malgrat que la pri-
mera molécula d’aquest tipus, el benzimidazole, va ser descrita el 1944.
Els primers representants del grup van ser el clotrimazole, el miconazo-
le i I'econazole, als quals van seguir altres com el ketoconazole, el fluco-
nazole i l'itraconazole. Posteriorment, han aparegut el voriconazole, el
posaconazole i el ravuconazole. Els representants de les al lilamines sén
la terbinafina i la naftifina. La naftifina va ser introduida a la practica
clinica el 1985 i la terbinafina, el 1991. Per altim, també hi trobem les
equinocandines, els representants més importants de les quals sén la
caspofungina, la micafungina i I'’anidulafungina.
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1.3.1 Poliens

Els poliens sén substancies antibiotiques sintetitzades per actinomicets
del génere Streptomyces i van ser els primers antifingics que es van des-
envolupar. Se'n coneixen més de cent compostos diferents, el més im-
portant dels quals és I'amfotericina B (figura 1). L’amfotericina B es va
obtenir a partir de Streptomyces nodosus i va ser comercialitzada per al
seu Us clinic I'any 1958. Tot i ser el compost de referencia per al trac-
tament de les micosis sistemiques, la seva nefrotoxicitat limita la seva
dosificacié i administracié (Hsien [et alii], 1998). La membrana cel lular
dels fongs té una estructura semblant a la membrana de les cel 1ules ani-
mals, de la qual es diferencia per la presencia de I'ergosterol en comptes
del colesterol. L’activitat antiftingica dels poliens es basa en la capacitat
per a unir-se a l'ergosterol, aixd provoca la formacié de petits canals
que permeten la sortida de petites molecules de l'interior de la cel lula
fangica i 'entrada d’altres substancies. La seva accié requereix només
alguns minuts per a alterar 1'equilibri osmotic de la cel lula fangica i
provocar-li la mort. Actualment, i encara que la formulaci6 tradicional
continua essent molt utilitzada pel seu baix cost de producci6, s'utilit-
zen altres formulacions que permeten administrar dosis més elevades
d’amfotericina B i presenten menys problemes de toxicitat, tot i que re-
sulten molt més costoses de produir. Aquestes noves formulacions sén
I"amfotericina B liposomal, el complex lipidic de I'amfotericina B il’am-
fotericina B en dispersié col loidal. L'actual vigencia d’aquest farmac
com a tractament de primera linia de les infeccions fangiques és un cas
excepcional dins del conjunt dels antibiotics, ja que 1'aparicié de resis-
téncies envers I'amfotericina B és poc freqiient en la majoria de fongs
que no hi sén intrinsecament resistents. Es per aixo que encara avui dia
se segueixen desenvolupant noves formulacions d’amfotericina B que
permetin administrar aquest farmac de manera segura i amb uns costos
de produccié més raonables.
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AMFOTERICINA B

Figura 1. Estructura quimica de I'amfotericina B

1.3.2 Azoles

Els azoles constitueixen una de les families d’antiftingics més nombro-
sa. La seva estructura quimica es basa en anells heteropentaciclics amb
dos (imidazoles) o tres (triazoles) atoms de nitrogen units per atoms
d’hidrogen a altres anells aromatics (figura 2). En l'actualitat, 1'as dels
imidazoles es limita al tractament de les micosis superficials, els més
utilitzats son el ketoconazole, el clotrimazole, el miconazole i el serta-
conazole. Els triazoles sén molecules amb un ampli espectre d’accid,
presenten una menor toxicitat i son més estables metabolicament que
els imidazoles. Sén indicats en el tractament de les micosis tant super-
ficials com sistémiques. Els representants principals d’aquest grup sén
el fluconazole, I'itraconazole, el voriconazole, el ravuconazole i el posa-
conazole. Els azoles so6n antifiingics que actuen inhibint l'activitat del
citocrom P450 del fong, també anomenat lanosterol 14-alfa-desmetilasa
o CYP51. Aquest enzim catalitza 1'eliminacié del grup 14-metile (C-32)
del lanosterol. Aquest sistema enzimatic és present en un gran nombre
de tipus d’éssers vius i la seva funcié és la sintesi d’ergosterol (fongs)
o colesterol (animals). Els azoles s"uneixen al grup hemo del citocrom i
bloquegen la desmetilacié del lanosterol a ergosterol, compost essencial
de la membrana cel lular dels fongs que en regula la fluidesa i permea-
bilitat, aixi com l'activitat dels enzims units a aquesta. A més, en el cas
dels llevats, I'ergosterol és el principal component de les vesicules que
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participen en les reaccions de fosforilacié oxidativa necessaries per a
la produccié d’energia. Com a conseqiiéncia de la inhibicié d’aquesta
sintesi, s’altera la membrana del fong i s"acumulen alguns compostos no
desmetilats, que n’inhibeixen el creixement.

1.3.2.1 FLUCONAZOLE

Els triazoles i, fonamentalment, fluconazole disposen de clars avantat-
ges amb relacié als imidazoles com sén menor inhibicié hormonal, me-
nor interacci6 amb medicaments, formulacié parenteral, millor distri-
bucié en teixits, menor alteraci6é gastrointestinal, major estabilitat en el
seu metabolisme i una vida mitjana més prolongada. El fluconazole és
soluble en aigua i presenta pocs problemes de toxicitat. Fou introduit a
la practica clinica el 1990 i la seva formulaci6 oral és la més usada, tot i
que també existeix una formulaci6 intravenosa. El seu espectre d’acci6é
inclou llevats com Cryptococcus neoformans, la majoria d’especies del ge-
nere Candida i fongs dimorfics (Goa i BARRADELL, 1995).

1.3.2.2 ITRACONAZOLE

Es un antifangic altament lipofilic amb un ampli espectre d’accié. Es in-
dicat per al tractament de diferents formes de dermatomicosis i candidi-
asis, destacant la seva efectivitat sobre Aspergillus spp. i fongs dimorfics.
S’administra en capsules, soluci6 oral i intravenosa.

1.3.2.3 VORICONAZOLE

Es un triazole d’ampli espectre aprovat per al seu Gs en clinica des de
I'any 2002. Es troba disponible tant en formulaci6é intravenosa com
en suspensio oral i en comprimits per a ds hospitalari. Originalment,
aprovat per al tractament d’infeccions sistemiques per Aspergillus spp.
i infeccions causades per Scedosporium spp. i Fusarium spp. resistents a
altres antifingics; actualment, també se n’ha aprovat 1'ts per al tracta-
ment de candidiasis invasives en pacients no neutropenics.

1.3.2.4 POSACONAZOLE

Aquest nou triazole té un espectre d’activitat molt ampli i inclou llevats
del génere Candida i Cryptococcus, mostrant una bona activitat davant de
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soques de C. albicans resistents al fluconazole (CARRILLO-MURNOZ [et alii],
2005). Es actiu envers fongs dimorfics i altres fongs filamentosos com
Aspergillus spp. (IMal [et alii], 2004; MELETIADIS [et alii], 2002b), zigomicets
(TooN [et alii], 2003), Paecilomyces lilacinus (RODRIGUEZ [et alii], 2009) i,
fins i tot, en el cas de Cladophialophora bantiana (AL-ABDELY [et alii], 2005).
Es poc actiu davant de Fusarium (Ruiz-Cenpova [et alii], 2009) i Scedospo-
rium apiospermum (MELETIADIS [et alii], 2002a). Aquest antiftiingic es troba
disponible per a ts hospitalari com a suspensi6 oral i també se n’esta
desenvolupant una formulacié intravenosa. Les seves indicacions d’ts
inclouen el tractament d’aspergil losis invasives, fusariosi, cromoblas-
tomicosis i micetoma, coccidioidomicosi i candidiasi orofaringia.

1.3.2.5 RAVUCONAZOLE

Estructuralment, molt similar al fluconazole, el ravuconazole és un nou
triazole d'ts oral. La seva eficacia in vitro és, en general, superior a la
del fluconazole i a la de I'itraconazole, i és actiu envers Candida, C. neo-
formans, A. fumigatus, dermatofits i fongs dematiacis (Func-Tomc [ef alii],
1998). Tanmateix, la seva activitat sobre Sporothrix schenkii, Scedosporium
spp. i Fusarium spp. és limitada. El seu Gs encara no ha estat aprovat i,
actualment, es troba en assaigs clinics en fase II.
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Figura 2. Estructura quimica dels triazoles
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1.3.3 Analegs de precursors d’acids nucleics

Son substancies d’estructura similar a la citosina. El compost més repre-
sentatiu d’aquest reduit grup d’antifngics és la flucitosina.

1.3.3.1 Frucirosmna

Aquest compost és una pirimidina fluorada (figura 3). La penetracié
d’aquest farmac a la cel lula fangica es realitza a través d’una perme-
asa i, un cop al citoplasma, és alterada enzimaticament donant com a
resultat acid 5-fluorouridilic, que s’incorpora a I’ARN interrompent aixi
la sintesi proteica. La flucitosina també pot ser convertida a 5-fluorode-
oxiuridina monofosfat, un inhibidor de la sintesi d”ADN i de la divisio
nuclear. Tot i haver demostrat eficacia contra Candida spp., Aspergillus
spp. i fongs dematiacis causants de cromoblastomicosis (MAUCER! [et
alii], 1974), el seu Us es troba, actualment, gairebé limitat a 'administra-
cié, en combinacié amb amfotericina B o itraconazole, en la meningitis
per Cryptococcus (DisMUKES [et alii], 1987; Mayanja-Kizza [et alii], 1998),
tot i que també s’administra en alguns casos d’endocarditis, meningitis
o infeccions urinaries causades per Candida (Parpas [et alii], 2009).
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Figura 3. Estructura quimica de la flucitosina

1.3.4 Equinocandines

El gluca és el polimer que constitueix el principal component de la pa-
ret de les cel lules fingiques, mantenint-ne la morfologia i protegint-les

30



Desenvolupament experimental de nous tractaments antifingics...

dels canvis osmotics ambientals. Les equinocandines sén polipéptids
ciclics que bloquegen la sintesi de glucans per mitja de la inhibicié de
I'enzim (1,3)-p-D-gluca sintasa, que és l'encarregat de formar aquests
polimers, induint una inestabilitat osmotica a la paret fingica que pot
conduir a la mort de la cel 1ula. Aquest enzim no es troba en les cel lules
animals, aix0 fa de les equinocandines un grup de farmacs amb una
toxicitat molt reduida.

Tot i que son actives envers Candida i Aspergillus, practicament, no
tenen cap efecte sobre Cryptococcus neoformans, Fusarium i els mucorals,
ila seva activitat sobre els fongs dimorfics és també qiiestionable. D’al-
tra banda, han presentat certa activitat in vitro davant de fongs dificils
de tractar com Scedosporium apiospermum, S. prolificans i Cladophialophora
bantiana.

1.3.4.1 CASPOFUNGINA

La caspofungina es troba comercialitzada per a ts hospitalari i és indi-
cada per al tractament de candidiasis invasives i infeccions causades per
Aspergillus.

1.3.4.2 MICAFUNGINA

D’tis aprovat a Europa des de I'any 2008, les indicacions d’aquesta equi-
nocandina sén el tractament de les candidiasis invasives, la profilaxi
de les infeccions fungiques causades per Candida spp. en pacients amb
trasplantament de medul 1a 0ssia i tractament de la candidiasi esofagica
en aquells pacients per als quals la terapia intravenosa és adequada.

1.3.4.3 ANIDULAFUNGINA

2

La FDA va autoritzar-ne 1'ts als Estats Units d’America per al tracta-
ment de la candidiasi esofagica i de candidiasis invasives 1'any 2006.
Actualment, el seu Us esta aprovat a Europa per al tractament de les
candidiasis invasives en pacients no neutropeénics.
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Figura 4. Estructura quimica de les equinocandines

1.3.5 Al lilamines

L’acci6 antifingica d’aquestes substancies esta donada pel bloqueig de
la ruta biosintetica de I'ergosterol per la inhibicié de I'esqualé epoxida-
sa, un enzim que no depeén del citocrom P-450. El seu efecte fungicida és
degut, en part, a la reduccio del contingut de I’ergosterol de la membra-
na cel lular i I'acumulacié d’esquale a I'espai plasmatic. El representant
més important d’aquesta familia és la terbinafina (figura 5).

1.3.5.1 TERBINAFINA

Com a conseqiiéncia de la seva naturalesa altament lipofilica, es dis-
tribueix, principalment, en teixits com ara la pell, ungles i teixit adip6s
(ELEwsk1, 1998), amb la qual cosa el seu ts terapeutic es dirigeix, princi-
palment, al tractament de les dermatomicosis.
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Figura 5. Estructura quimica de la terbinafina

1.4 Determinacio de la sensibilitat als antifangics

Els metodes i tecniques d’estudi de la sensibilitat in vitro dels fongs als
agents antiftingics sén similars a les dels antibacterians i el seu disseny
segueix els mateixos patrons (ESPINEL-INGROFF i SHADOMY, 1989; SHADOMY
i SHADOMY, 1991). La técnica més utilitzada per a I'estudi de la sensibili-
tat in vitro dels fongs és la diluci6é en medi liquid (micrometode). Mitjan-
cant aquesta técnica es pot quantificar I'activitat de I'antiftiingic, expres-
sada com la CMI o concentracié minima d’antiftngic capag d’inhibir el
creixement del fong. Aixi es pot avaluar la sensibilitat in vitro d'un fong
a un o més antifingics, relacionar aquests resultats amb l'activitat dels
farmacs en estudis in vivo i poder-ne fer una estimacié del potencial
terapéutic. Es ttil també per a fer un seguiment de I'aparicié de soques
resistents (ESPINEL-INGROFF, 1994).

El procés necessari per I'estandarditzacié de les proves d’estudi
dels antiftiingics és molt lent, ja que s’han de tenir en compte gran nom-
bre de variables que poden influir en els resultats com sén el medi de
cultiu, el pH del medi, la densitat de I'inocul, la temperatura i el temps
d’incubacié (DoErN [et alii], 1986; EsPINEL-INGROFF i SHADOMY, 1989; Mc-
GINNIS 1 RINALDI, 1991; PrALLER i RINALDI, 1992; PujoL [etf alii], 1997; Rex [et
alii], 1993 ; SHADOMY i SHADOMY, 1991).

Els estudis que han avaluat les correlacions in vitro / in vivo sén
molt escassos, tot i aix0, aquestes proves han jugat un paper important
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en el desenvolupament dels nous antifingics i també en les avaluacions
in vivo que precedeixen els estudis clinics. El fet que les infeccions fingi-
ques siguin menys freqiients que les infeccions bacterianes implica que
hi hagi un nombre inferior de dades disponibles per establir possibles
correlacions. A 'hora d’establir punts de tall i poder separar les soques
sensibles de les resistents, és important disposar d'un nombre suficient
de dades acumulades.

Els metodes per determinar la sensibilitat dels fongs in vitro no
van tenir rellevancia fins als anys 70, quan es va iniciar 1'ts dels primers
azoles. Tenint en compte que el primer antifingic es va descobrir trenta
anys després del primer antibacteria i que van passar gairebé vint anys
abans de la introduccié de la flucitosina i dels primers azoles, les proves
de sensibilitat als antiftingics porten uns cinquanta anys d’endarreri-
ment respecte a les proves de sensibilitat als antibacterians (REVANKAR i
GraAvBiLL, 2002).

Es per aquest motiu que els métodes estandard per a avaluar la
sensibilitat in vitro als diferents antiftingics no van ser aprovats en el cas
de llevats fins a I'any 1997 (M27-A) i, en el cas de fongs filamentosos,
fins a I'any 2002 (M38-A, NCCLS, 2002).

1.4.1 Metodes in vitro

L’any 1982 el NCCLS (National Committee of Clinical Laboratory Stan-
dards), actualment, CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), va
crear un subcomite per a estandarditzar les proves de sensibilitat als
antiftingics. El seu objectiu va ser unificar els criteris metodologics per
a realitzar aquestes proves, amb la finalitat d’establir les correlacions
entre els resultats obtinguts al laboratori i en clinica.

1.4.1.1 ELS LLEVATS

La primera iniciativa del subcomite I'any 1986 va ser realitzar una en-
questa amb la finalitat de coneixer I'estat dels estudis de sensibilitat in
vitro dels antifingics als Estats Units (Calhoun [et alii], 1986). Els resul-
tats de les enquestes, enviades a tres-cents cinquanta hospitals, indica-
ven que, encara que existia un gran interes per a aquestes proves, molt
pocs hospitals les duien a terme, i els hospitals que les utilitzaven només
ho feien en el cas dels llevats. La majoria dels hospitals que realitzaven
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estudis de sensibilitat utilitzaven el metode de macrodilucié en medi
liquid, encara que la metodologia utilitzada era molt diversa.

Els anys 1987, 1988, 1990 i 1993 es van realitzar quatre estudis de
col laboracié entre diversos laboratoris, en els quals es van anar perfi-
lant quines eren les condicions que permetien obtenir uns resultats més
uniformes i una major correlacié6 amb els resultats clinics. Els antiftin-
gics assajats van ser 'amfotericina B, la flucitosina i el ketoconazole,
que eren els farmacs aprovats en aquella época als Estats Units per al
tractament sistemic de les micosis. Es va comengar per comparar quatre
metodes de preparacié de I'inocul. El métode espectrofotometric va ser
el que va mostrar una major uniformitat de resultats dins d’un mateix
laboratori, aixi com entre els diferents laboratoris participants (PFALLER
[et alii], 1990; EsPINEL-INGROFF i KERKERING, 1991). Aquests resultats fo-
ren corroborats després per altres autors (ESPINEL-INGROFF [ef alii], 1992;
FROMTLING [et alii], 1993). Posteriorment, es van avaluar quatre medis
de cultiu: YNB glucosat (medi amb base de nitrogen per llevats), HR,
medi sintétic d’aminoacids i RPMI-1640, tots tamponats amb MOPS
(acid morfolinopropanosulfonic) a pH 7.0, i es compararen dues tempe-
ratures d’incubacié (30°C i 35°C). Finalment, es va establir el criteri de
lectura de les CMI per a cadascun dels antiftingics assajats. Com a re-
sultat de tots aquests estudis realitzats, com ja hem dit, en col laboracié
entre diferents laboratoris, I'any 1992 es va redactar una proposta de
metodologia estandard, recollida al document M27-P. Durant els quatre
anys segtients (1992-1996), es van establir els rangs de referéncia de les
CMI dels antiftingics disponibles per a les dues soques control. A més,
es van establir les condicions que s’haurien d’utilitzar per al metode de
microdiluci6 i el de macrodilucié. Aquesta informaci6 es va incloure en
una versio revisada i publicada I'any 1995 (M27-T). En una revisié pos-
terior, el subcomite va centrar la seva atencié a desenvolupar punts de
tall significatius per als diferents antifangics (Rex [et alii], 1997) i es van
incloure al document M27-A publicat 'any 1997. A partir d’aquell mo-
ment, el subcomite va establir rangs de referencia per a les CMIs llegides
a vint-i-quatre i quaranta-vuit hores per als antifingics tradicionals, aixi
com per a alguns dels nous (BArry [et alii], 2000). Els resultats d’aquest
estudi foren inclosos en la segtient revisi6é del document (M27-A2, NC-
CLS, 2002). Els tnics punts de tall establerts en aquest document foren

35



Marcal Mariné Mestres

pel fluconazole, I'itraconazole i la flucitosina. Posteriorment, es van pro-
posar punts de tall per la caspofungina i el voriconazole per Candida
spp. (STONE [et alii], 2002; PFALLER [et alii], 2006a). L’actual revisié del do-
cument (M27-A3, CLSI, 2008) descriu els punts de tall pel voriconazole
i les CMI indicatives de sensibilitat per equinocandines, tot i que no es
disposa de prous dades cliniques per a poder establir un criteri indicatiu
de resistencia per a aquest grup d’antiftiingics. Tanmateix, aquest docu-
ment presenta diverses limitacions, ja que només inclou Candida spp. i
Cryptococcus neoformans, i encara no es troba completament validat per
les formes de llevat dels fongs dimorfics ni per altres llevats poc habitu-
als. Actualment, tot i que s’estan estudiant, no s"han descrit punts de tall
per al posaconazole i el ravuconazole.

1.4.1.2 ELS FONGS FILAMENTOSOS

Prenent les condicions basiques acordades en el document M27-A com
a referéncia, el subcomite del CLSI va formar un grup per a realitzar
estudis, recollir dades i posar a punt la metodologia per a poder fer
els estudis de sensibilitat amb els fongs filamentosos. Espinel-Ingroff i
Kerkering, en un estudi publicat I'any 1991, van avaluar el metode es-
pectrofotometric per a la preparacié de les suspensions de conidis, que
constituien 1'inocul en el cas dels fongs filamentosos (ESPINEL-INGROFF i
KERkERING, 1991). El medi de cultiu que el subcomite va avaluar com a
medi de referéncia potencial per a fer els estudis de sensibilitat va ser el
RPMI 1640, ja que havia donat bons resultats en els estudis per llevats i
també va permetre identificar la possible resistencia de soques d’Asper-
gillus a 'itraconazole (DENNING [ef alii], 1997).

Posteriorment, el subcomité del CLSI va dissenyar un estudi mul-
ticentric en que van participar sis laboratoris i es van utilitzar vint-i-cinc
soques de les segiients especies: Aspergillus flavus, A. fumigatus, Rhizo-
pus arrhizus (R. oryzae), Pseudallescheria boydii i Sporothrix schenckii. Es
va utilitzar el medi RPMI 1640, la temperatura d’incubacié va ser de
35°C ila concentracié de I'inocul va ser, aproximadament, de 10* unitats
formadores de colonies per mil lilitre (ufc/ml), en lloc del recomanat
per llevats, que és de 10° ufc/ml. Els valors de CMI per a I’amfotericina
B, el fluconazole, I'itraconazole, el miconazole i el ketoconazole van ser
determinats a les vint-i-quatre hores d’incubaci6 en el cas d’Aspergillus
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spp. i Rhizopus oryzae, i de setanta-dues hores per als altres. La reproduc-
tibilitat (+ 2 dilucions) dels resultats que es van obtenir tant dins d’un
mateix laboratori com entre els laboratoris participants va ser alta per a
tots els antifungics assajats, amb 1'excepcié de I'itraconazole. En estudis
posteriors, es va comprovar si amb la utilitzacié d’un inocul de menor
concentracid, similar a 1'utilitzat a les proves per llevats (10° ufc/ml), es
podria obtenir una major concordanga entre laboratoris.

Com a resultat dels dos estudis realitzats en col laboraci6 amb
diversos laboratoris, es va arribar a un acord pel que fa a les condici-
ons de preparacié de I'inocul, el temps i la temperatura d’incubaci6, la
formulaci6 del medi i els criteris per a la lectura de la CMI. Un estudi
addicional va demostrar un cert grau de correlacié entre els resultats de
les proves in vitro i la resposta als tractaments en estudis amb models
animals (EsPINEL-INGROFF [et alii], 1997; Opps [et alii], 1998). Amb aquesta
informaci6 es va redactar el document M38-P, una proposta del metode
de referéncia que, amb lleugeres variacions, va donar lloc al document
definitiu M38-A I'any 1998.

Després de dues revisions, el document actual (M38-A2, NCCLS,
2002) inclou un major nombre d’espécies com d’altres zigomicets, di-
versos fongs filamentosos oportunistes, aixi com els dermatofits (Tryc-
hophyton, Microsporum i Epidermophyton spp.) (ESPINEL-INGROFF [et alii],
2002; EsPINEL-INGROFF i PFALLER, 2007; GHANNOUM [et alii], 2004).

1.4.1.3 INTERACCIONS ENTRE ANTIFUNGICS

La combinaci6é d’agents antimicrobians s’utilitza, principalment, per a
ampliar empiricament 'espectre d’accié dels tractaments utilitzats en
pacients en estat critic o per microorganismes resistents als tractaments
convencionals simples. En el cas dels antiftingics, el recent augment del
nombre de farmacs disponibles ha suscitat un gran interes per I'explo-
raci6 de les possibilitats d’aquestes combinacions per al tractament de
les infeccions causades per fongs.

Per tal de classificar les interaccions d’antifingics, s’han utilitzat
diferents terminologies; la més acceptada, actualment, és la que les
agrupa en les segiients categories:
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Sinergisme: Quan l'activitat conjunta dels farmacs assajats és su-
perior al que s’esperaria del sumatori de les activitats propies de cada
farmac, diem que es tracta d’una interacci6 sinérgica.

Indiferencia: Aquest terme descriu un rang d’interaccions molt més
dificil de definir, incloent-hi des de l'activitat additiva que s’esperaria
d’una combinaci6 de farmacs que ja eren actius pel seu compte, fins a
aquelles combinacions en qué s’addicionen, sense xit, components que
no eren actius pel seu compte a farmacs actius, per tal de potenciar-ne
l'activitat. En cap cas, pero, s'inclouen en aquesta categoria combinaci-
ons que redueixin l'activitat propia de cada farmac.

Antagonisme: En aquesta categoria s’inclouen combinacions de
farmacs, la interaccié dels quals és contraproduent a I'hora d’inhibir el
creixement del fong. En aquests casos, 'efectivitat de dos farmacs actius
per separat es pot veure reduida.

Els assaigs in vitro suposen una primera aproximacié a I’hora de
definir 'activitat conjunta de dos o més antiftiingics sobre una espeécie o
una soca concreta, abans de procedir a les proves en models animals o
als assaigs clinics.

1.4.2 Meétodes in vivo. Models experimentals en animals

A les primeres fases de desenvolupament d"un antiftiingic (fase preclini-
ca), els estudis in vitro son ttils per a determinar la seva capacitat d"inhibi-
ci6 del creixement de microorganismes patogens. Aquests estudis deter-
minaran el potencial valor terapéutic de I'antiftingic. Posteriorment, els
assaigs en cultius cel lulars permetran avaluar el seu potencial carcinoge-
nic, aixi com altres efectes toxics. Abans de dur a terme els estudis clinics
és imprescindible realitzar estudis preclinics amb models animals.

Per a demostrar I'eficacia terapeutica de I'antiftingic és necessari
desenvolupar préviament un model animal que imiti el procés de la
malaltia infecciosa observada en clinica humana. L’eficacia de la terapia
es pot avaluar mitjancant la prolongacié de la supervivencia dels ani-
mals infectats i/0 la reducci6 de la carrega fingica en els organs, aixi
com amb l'estudi histopatologic. Els models animals serveixen també
per a l'estudi de les propietats farmacocinetiques del compost, tals com
la via d’administracio, la distribuci6 als teixits, la seva eliminaci6 i les
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possibles interaccions amb altres farmacs, aixi com per a determinar la
tolerancia i la toxicitat del producte.

Tot i que els models animals no poden simular totes les condicions
de les infeccions en humans, presenten certs avantatges respecte dels
assajos clinics (STEVENs, 1996). La dificultat en el tractament inherent
a les infeccions fangiques greus, en combinacié amb la relativa baixa
freqiiencia d’aquestes i les condicions critiques del pacient, alenteixen
molt I'obtencié de dades concloents en assajos clinics. La utilitzacié de
models animals, en canvi, ens permet una obtencié de dades molt més
rapida i en condicions més controlades, ja que permeten eliminar alguns
dels factors limitants abans esmentats, aixi com altres factors de varia-
bilitat entre individus.

Les terapies antifingiques combinades representen una opcié que
cal tenir en compte a I'hora de millorar el tractaments actuals, perd han
estat relativament poc explorades, sobretot, si ho comparem amb els
coneixements actuals en el camp dels antibacterians. En aquest cas, els
models animals representen una eina molt atil a I'hora de predir la pos-
sible eficacia d’aquestes combinacions (CLEMONS [et alii], 2006).

L’animal més utilitzat per a assajar nous tractaments antifingics
és el ratoli, per la facilitat que en suposa la manipulacié, I'adquisici6 i el
manteniment, i presenta en molts casos una semblanga notable de I'evo-
lucié de la infeccié amb les observacions realitzades en humans (Gray-
BILL, 2000). La rata, el conill o el cobai sén els animals d’eleccié en les
ocasions en queé el ratoli no es pot utilitzar per a I'experimentacié, dona-
da la farmacocinetica de I'antiftingic o bé quan és necessari contrastar
els resultats amb els obtinguts en altres animals d’experimentacié (SE-
RENA [et alii], 2006, RoFrey [ef alii], 2003). Altres models menys habitu-
als també inclouen la utilitzacié de protozous i invertebrats (MYLONAKIS
[et alii], 2007), que, tot i ser menys extrapolables als humans, presenten
certs avantatges a |'hora d’identificar nous agents antiftingics (PUKKILA-
WORLEY et alii], 2009).

Mesurar l'eficacia in vivo és I'objectiu més important i el primer
que cal investigar un cop els antifangics han superat les proves in vitro.
La demostracié de I'eficacia depén molt de les condicions experimentals
i esta influenciada per l'absorcid, la distribuci6 i I'eliminacié de 1’anti-
fangic, de la concentracié i via d’administracié de l'indcul, de 'estat
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immunologic de I'hoste i de la durada del tractament. Cada model té
avantatges i inconvenients, segons el tipus d’infeccié produida en els
animals.
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2. Interes i objectius de 'estudi

La incidéncia d’infeccions fungiques sistémiques esta augmentant de
manera proporcional al nombre cada cop més gran de pacients que so-
freixen altres malalties de base que els alteren la immunitat. Malgrat els
avengos en el seu diagnostic i tractament, la taxa de mortalitat associ-
ada és molt elevada per a aquest tipus d’infeccions. Tot i les multiples
opcions terapeutiques que existeixen avui dia, aquestes encara disten
forca de ser les optimes. Es fa necessaria, per tant, una millora dels trac-
taments actuals. Algunes espécies del genere Candida sén la causa més
habitual de micosis invasives en els éssers humans; tot i aixo, altres es-
pécies de fongs menys comunes representen un important repte tera-
peéutic que cal afrontar. Per tant, I'objectiu principal d’aquesta tesi és
contribuir a desenvolupar nous tractaments per a les infeccions causades per
llevats o intentar de millorar-ne alguns dels ja existents.

Tot i 'aparicié dels imidazoles i la flucitosina, durant decades no-
més s’ha disposat d’una classe d’agents antiftingics, els poliens, que si-
guin realment efectius per al tractament de la candidiasi disseminada,
pero que presenten importants problemes de toxicitat. Tanmateix, amb
I'arribada d’azoles més actius (els triazoles), formulacions lipidiques
d’amfotericina B més segures i la nova classe d’antiftingics, les equino-
candines, els clinics es troben en posicié de poder triar entre multiples
agents antifingics per al tractament de la candidiasi disseminada. Ac-
tualment, pero, i a causa de la seva recent aparicid, encara no es disposa
d’un recull de dades experimentals i cliniques suficientment gran sobre
aquests nous farmacs i la seva aplicacié per al tractament d’aquest ti-
pus d’infeccions. Es fa necessari, per tant, obtenir més informacié sobre
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I'efectivitat d’aquests nous tractaments, especialment, la seva activitat
envers les espeécies de Candida més habituals, aixi com el seu potenci-
al per al desenvolupament de terapies combinades. Es per aixo que en
aquesta tesi s’ha avaluat I'activitat tant in vitro com in vivo de nous anti-
fangics com el voriconazole, el posaconazole i les equinocandines, aixi
com de l'associaci6é d’aquests amb antiftingics tradicionals.

La capacitat d’establir infeccions disseminades en animals no és
igual per a totes les espécies de Candida i és per aixd que hem desenvo-
lupat un model animal adequat per a cada espécie estudiada.

Candida glabrata és una de les especies de Candida més freqiient-
ment aillades en clinica i la taxa de mortalitat que genera quan produeix
infeccions disseminades és molt elevada. El fluconazole i I'amfotericina
B s6n els farmacs tradicionalment recomanats per a tractar aquest tipus
d’infeccions. No obstant aix0, algunes soques han demostrat posseir una
resisténcia inherent al fluconazole, mentre que I's de I'amfotericina B
es troba limitat en aquells pacients que es troben en estat critic. A més
dels nous farmacs, la utilitzacié de terapies combinades també és una
opci6 interessant per tal de reduir les dosis utilitzades de cada antiftin-
gic i reduir el risc d’aparicié de soques resistents. En aquesta situaci6,
U'avaluacio de I'eficacia de nous tractaments envers les infeccions disseminades
causades per C. glabrata en un model experimental es pot considerar una
font d’informacié molt valuosa per tal de millorar els tractaments ac-
tuals per a aquest tipus d’infeccions, que és, per tant, un dels objectius
d’aquesta tesi. Els punts concrets d’aquest objectiu sén:

* Desenvolupar un model d’infeccié disseminada per C. glabrata
en ratolins, que permeti d’avaluar tant la mortalitat com la car-
rega fangica en organs claus com el rony6 i la melsa.

* Avaluar I'eficacia de compostos que pertanyen a diferents clas-
ses d’antiftiingics en un model d'infeccié disseminada per C. gla-
brata.

* Determinar l'eficacia de la micafungina en combinacié6 amb
I"amfotericina B o el fluconazole en un model d’infeccié disse-
minada per C. glabrata.
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Tot i que la incidencia d’infeccions causades per C. krusei és me-
nor que la d’altres especies de Candida, la seva pobra resposta a certs
antifangics i 'elevada taxa de mortalitat que s’associa a les infeccions
disseminades causades per aquesta espeécie fa necessaria 'avaluacié de
nous farmacs per a tractar-les. El voriconazole és un antifangic d’apari-
ci6 relativament recent, considerat com una de les terapies recomanades
per a infeccions disseminades causades per C. krusei, perd que encara no
compta amb un extens recull d’experiéncia clinica sobre la seva eficacia.
Per la seva banda, el posaconazole, d"aparicié més recent, presenta una
mancanca encara més important de dades cliniques. Es per aixd que
un altre objectiu d’aquesta tesi ha estat I'avaluacié de l'eficacia del vorico-
nazole i el posaconazole en un model experimental d’infeccio disseminada per
C. krusei, per tal de comparar l'eficacia d’aquests nous triazoles entre
ells i amb 'amfotericina B, el tractament tradicional encara vigent per a
aquest tipus d’infeccions. De manera més concreta:

* Desenvolupar un model d’infeccié disseminada per C. krusei en
ratolins, que permeti d’avaluar tant la mortalitat com la carrega
fangica en organs claus com el rony6 i la melsa.

* Avaluar I'eficacia del voriconazole, el posaconazole i I’amfoteri-
cina B en un model d’infeccié disseminada per C. krusei.

* Determinar la possible relacié de l'activitat in vitro dels nous
triazoles envers C. krusei amb la seva efectivitat in vivo.

Les equinocandines presenten una baixa toxicitat i molt rarament
s’han donat casos d’infeccions per Candida refractaries al tractament
amb aquest grup d’antifdngics de recent aparicié. Candida dublinienisis
no destaca per presentar resisténcies als antiftingics, llevat d’algunes
soques resistents o capaces de desenvolupar resisténcia a fluconazole.
Tanmateix, diversos estudis recents han descrit una série de creixe-
ments anomals (com I'efecte paradoxal) en fer proves in vitro de sensi-
bilitat a les equinocandines, en una proporcié important de soques de
C. dubliniensis. Actualment, no s’ha establert cap relaci6é entre aquests
creixements andmals in vitro i una menor eficacia dels tractaments amb
equinocandines envers C. Dubliniensis i aquesta espécie és una de les po-
ques del genere Candida capag de produir infeccions letals a ratolins en
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un estat immunologic normal. Vam poder desenvolupar un model d’'in-
fecci6 disseminada tant en animals immunocompetents com en immu-
nocompromesos per tal d’avaluar l'activitat d’aquest grup de farmacs.
Aix0 ens va permetre d’avaluar l'activitat d’aquest grup d’antiftingics
envers C. dubliniensis en hostes amb diferents estats immunitaris. Per
tant, un dels objectius de la tesi ha estat comprovar leficacia de les equino-
candines en dos models experimentals d'infeccio disseminada per C. dublinien-
sis i relacionar-la amb la seva activitat in vitro. Concretament:

* Avaluar l'activitat in vitro de 'anidulafungina, la caspofungina i
la micafungina davant de diverses soques de C. dubliniensis.

* Desenvolupar un model d’infeccié disseminada per C. dublinien-
sis en ratolins immunocompetents i immunocompromesos, que
permeti d’avaluar tant la mortalitat com la carrega fangica en
organs claus com el rony6 i la melsa.

e Avaluar l'eficacia de les equinocandines en ambdds models
d’infeccié disseminada per C. dubliniensis, per tal de poder ob-
servar l'activitat d’aquests farmacs en diferents estats immuno-
logics de I'hoste.

* Determinar la possible relaci6é de I'activitat in vitro de les equi-
nocandines envers C. dubliniensis amb la seva efectivitat in vivo.

Candida tropicalis és juntament amb C. glabrata una de les espéci-
es aillades de manera més freqiient en clinica i produeix una taxa de
mortalitat elevada en pacients immunodeprimits i/ o en estat critic. Tot
i que C. tropicalis no destaca per presentar taxes elevades de resistencia
al antiftingics, diversos estudis han demostrat que els azoles, incloent-
hi els triazoles més recents, presenten una activitat fungicida limitada
davant d’aquesta especie. L’experiencia clinica, pero, ha demostrat que
tant el fluconazole com el voriconazole sén efectius per al tractament de
les infeccions causades per C. tropicalis i, actualment, es consideren trac-
taments d’elecci6 per a aquest tipus d’infeccions. El posaconazole, per la
seva banda, és 1"altim dels triazoles per al qual se n"ha aprovat1'ts, pero
nomsés en el cas de candidiasis orofaringies. Per tal de definir el paper
del posaconazole per al tractament d’altres tipus de candidiasis, calen
més dades experimentals i cliniques. Es per aquests motius que hem
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considerat interessant incloure com a objectiu de la tesi la comprovacio de
eficacia del posaconazole en un model experimental d'infeccio disseminada per
C. tropicalis, per tal d’esbrinar si existeix una relacié entre l'activitat fun-
gicida del posaconazole i la seva eficacia in vivo envers aquesta espécie.
Concretament:

* Avaluar l'activitat in vitro del posaconazole davant de diverses
soques de C. tropicalis.

* Desenvolupar un model d’infeccié disseminada per C. tropicalis
en ratolins immunocompromesos, que permeti d’avaluar tant la
mortalitat com la carrega fliingica en organs diana com el rony6
ila melsa.

* Avaluar !'eficacia in vivo del posaconazole envers diverses so-
ques de C. tropicalis amb diferents patrons de sensibilitat per a
aquest farmac.

Tot i ser un compost que s’administra des de fa gairebé cinquanta
anys, el nombre de casos en que s’ha descrit el desenvolupament de
resisténcies a I'amfotericina B és molt escas; aquesta singularitat dins
dels antimicrobians ha fet que aquest farmac mantingui la seva vigencia
com a tractament de primera linia per a les infeccions fungiques fins
avui dia. En diversos estudis inclosos en aquesta tesi, I'amfotericina B
també ha demostrat en models animals una eficacia comparable o, fins i
tot, superior a la d’antifiingics més moderns.

El principal problema a I'hora d’escollir I’amfotericina B com a
terapia és la seva elevada toxicitat, que en limita molt I'Gs en aquells
pacients que es troben en un estat critic. Per tal de pal liar els efectes
toxics d’aquest farmac, se n"han desenvolupat diverses formulacions al
llarg dels anys. D’aquestes presentacions, les que han tingut una ma-
jor acceptacid han estat les formulacions lipidiques, que, actualment, es
consideren una alternativa més segura a la formulaci6 tradicional, pero
amb uns costos de produccié molt elevats que també en limiten, en part,
I'ts.

Recentment, s"han desenvolupat dues noves formulacions d’am-
fotericina B que han demostrat, en diversos estudis experimentals, una
menor toxicitat que la formulacié tradicional i que poden ser adminis-
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trades a dosis més elevades de forma segura. Aquestes noves formula-
cions, que consten d’amfotericina B en forma de poliagregats o inclosa
en microesferes d’albimina, tenen uns costos de produccié reduits i po-
drien representar en el futur una possible alternativa a les formulacions
actuals. Es per aixd que hem considerat interessant avaluar eficicia dels
poliagregats i les microesferes d’amfotericina B envers C. glabrata o C. tropi-
calis, dues de les espécies de Candida més freqiients en clinica, en dos
models animals d’infeccié disseminada. De manera més concreta:

* Avaluar 'eficacia in vivo de les noves formulacions envers di-
verses soques de C. glabrata i C. Tropicalis, utilitzant els models
d’infeccié desenvolupats préviament.

* Comparar I'eficacia de les noves formulacions d’amfotericina B
amb la de les formulacions comercials actuals.

L’itraconazole és un dels farmacs més antic del grup dels azoles
juntament amb el fluconazole; tot i aixo, el fet d’estar disponible només
com a formulaci6 oral ha impedit que se’l considerés com una opci6 te-
rapeutica de primera linia per al tractament de les candidiasis invasives.
Aix0 no obstant, podria canviar amb la nova formulacié per administra-
cié intravenosa d’itraconazole que s’ha desenvolupat recentment.

Les condicions critiques dels pacients amb infeccions per fongs so-
vint impedeixen I'ts d’altes dosis d"antiftingics i, per tant, 'administra-
ci6 del tractament adequat. En aquests casos, I'is de dos farmacs amb
dianes d’accié diferents podrien permetre tant la reducci6 de les dosis
com del temps de tractament. Actualment, es disposa de poca informa-
ci6 sobre les interaccions de l'itraconazole amb altres farmacs més mo-
derns com les equinocandines. Es per aixd que una linia d’investigacié
que hem considerat interessant ha estat 1'avaluacié in vitro del possible
efecte sinergic de la combinacié de l'itraconazole i la micafungina en-
vers diverses especies de Candida, fet que constitueix un altre objectiu
de Ia tesi.

Cladophialophora bantiana és un fong que causa infeccions greus,
principalment, en hostes immunocompetents. Tanmateix, fins al 40%
dels casos s’han descrit en pacients amb algun factor predisposant, com

N

ara trasplantament d’organs, terapia amb esteroides o abus de drogues
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per via intravenosa. Aquesta especie presenta un marcat neurotropisme
i produeix una taxa de mortalitat molt elevada. Aquestes infeccions no
s’acostumen a resoldre només amb tractaments antiftingics i la inter-
venci6 quirdrgica dels abscessos cerebrals que produeix esdevé impres-
cindible. Actualment, no hi ha un consens en la terapia d’elecci6. Les
escasses dades experimentals existents indiquen que tant la flucitosina
com el posaconazole presenten certa activitat envers aquest tipus d’in-
feccions en models animals, perd sense assolir mai una completa reso-
lucié d’aquestes. Per tant, I'avaluacié de I’eficicia de la combinacié d’agents
antifiingics per al tractament d’una infeccio experimental per C. bantiana ha
estat també un dels objectius d’aquesta tesi. Els punts concrets d’aquest
objectiu soén:

* Desenvolupar un model d’infecci6é disseminada per C. bantiana

en ratolins, que permeti d’avaluar-ne la mortalitat.

* Avaluar I'eficacia de compostos que pertanyen a diferents clas-
ses d’antifangics sols i en combinacié en un model d’infeccié
disseminada per C. bantiana.
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3. Materials i métodes

3.1 Estudis in vitro
3.1.1 Soques

Per a efectuar les proves de sensibilitat in vitro als antiftingics, es van
seleccionar un total de cent quinze soques corresponents a set espécies
de Candida d’interes clinic (taula 1).
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Taula 1. Llistat de soques de Candida spp. utilitzades als diferentes
estudis in vitro i el seu origen

Especie (mi.m' de soques Procedencia | Nuim. de soques
assajades)

. ) ACIA/UPV 15
Candida albicans (20)

HS]J 5

C. dubliniensis (25) ACIA/UPV 25

C. glabrata (3) HSJ 3

HS]J 10

C. krusei (21) ACIA/UPV 10

ATCC 1

C. lusitaniae (10) ACIA/UPV 10

HS]J 10

C. parapsilosis (26) ACIA/UPV 15

ATCC 1

C. tropicalis (10) HSJ 10

ACIA, Assessoria Cientifica i d'Investigacié Aplicada, Dep. de Microbiologia,
Barcelona, Catalunya

UPV, Facultad de Medicina y Odontologia, Universidad del Pais Vasco, Euskadi
HS]J, Hospital Sant Joan de Reus, Reus, Catalunya

ATCC, American type culture collection, Manassas, EUA

3.1.2 Conservacio de les soques

Les diferents soques van ser mantingudes a 4°C en tubs d’agar patata
i dextrosa inclinat (PDA) i tubs d’agar inclinat recoberts de vaselina, i
també van ser liofilitzades. Per a 1’obtencié de I'inocul, les soques es van
resembrar en plaques d’agar Sabouraud dextrosa (SDA) i foren incuba-
des a 37°C durant 24 hores.

3.1.3 Agents antifuingics

Els antiftingics assajats a les proves in vitro foren la micafungina, I'am-
fotericina B, el fluconazole, l'itraconazole, el voriconazole, el posaco-
nazole, la caspofungina, l'anidulafungina i la flucitosina (taula 2). Els
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productes es van obtenir en forma de pols, d'una puresa entre el 80% i
el 100%.

Taula 2. Antifangics assajats in vitro en els diferents estudis

Antifiingic Procedencia Puresa Solvent
Flucitosina Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA 999%™ Aigua
Amfotericina B Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA 809%™ DMSO
Anidulafungina | Pfizer Inc., Nova York, EUA 82,4% ¢ DMSO
Caspofungina Merck & Co., Inc., Rahway, EUA 100%™ Aigua
Itraconazole Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgica 100% 2 DMSO
Fluconazole Pfizer Inc., Madrid, Espanya 98,5%? Aigua
Micafungina Astellas Pharma Inc.,Toquio, Jap6 100% © Aigua
Posaconazole Schering-Plough Res. Inst., Kenilworth, EUA 98% DMSO
Voriconazole Pfizer Inc., Madrid, Espanya 100% 2@ DMSO

2 Conservaci6 a temperatura ambient
» Conservaci6 a 4°C
¢ Conservaci6 a -20°C

3.1.4 Metodologia

Per a estudiar la sensibilitat dels llevats a diferents antifingics, es va
seguir el protocol recomanat pel Clinical Laboratory Standard Intitute
(CLSI), documents M27-A2 / M27-A3.

3.1.4.1 PREPARACIO DE LES MICROPLAQUES D’ ANTIFUNGICS

Els antiftingics assajats amb els seus respectius solvents es descriuen en
la taula 2. El procés que es va seguir fou:

Preparacié de la solucié mare de l'antifiingic

Es va pesar la quantitat suficient de substancia en pols per a obte-
nir una concentracié cent vegades superior a la concentracié més alta
d’antiftngic a assajar, i es va dissoldre en dimetilsulfoxid (DMSO) o
H,O destil 1ada esteril, depenent de la solubilitat de cada producte.
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Preparacié del gradient de concentracions

Per als antiftingics insolubles en aigua, a partir de la solucié mare
(1.600 mg/ml), es va preparar un banc de dilucions dobles progressives
seguint I'esquema de la figura 6. Posteriorment, es va diluir el contingut
de cada tub en medi RPMI en una proporcié 1:50. Per als antiftingics
solubles en aigua, el banc de dilucions es va realitzar directament en
medi RPMI.

Seguint un ordre descendent de concentracions corresponents a
les columnes de la microplaca, es van dispensar 100 ml de cada dilucié
a cadascun dels pouets de cada columna. Les dues tltimes columnes
es van omplir només amb RPMI (o RPMI + 2% de DMSO, depenent
de cada antiftiingic). Aquestes dues columnes s’utilitzen com a control
negatiu (control d’esterilitat del medi) i com a control positiu (maxim
creixement del fong).

El rang de concentracions d’antifingic va ser de 16 a 0,03 mg/ml
per a tots els assaigs que incloien un sol farmac. Un cop preparades, les
microplaques es van segellar per a evitar 1'evaporaci6 del liquid i es van
guardar al congelador a -20°C durant sis mesos, com a maxim. El dia
de I'assaig, les microplaques es van descongelar a temperatura ambient
i van ser dispensats 100 ml de I'inocul a cada pouet, amb excepcié del

corresponent al control d’esterilitat del medi. Les microplaques es van
incubar a 35°C durant 24-48 hores.

+0.5ml DMSO 4 4
w00 /I | +0. 5ml DMSO +0.5ml DMSO
0.5ml i
UJ 0.5ml
0.25ml __, 0.5ml 100yg/ml 12pg/ml
+0.75 q 0.5ml
1600 yg/ml J +0.75ml DMSO

+0.75ml DMSO
0.25ml

2
—

0.25ml

°
2
2

S0yg/ml

6ug/ml
+1.75ml DMSO
0.25ml

200g/ml \\'

+1.75ml DMSO

025ml_ | +1.75ml DMSO

C: 0

25ug/ml
= 3ug/ml

Figura 6. Esquema del banc de dilucions utilitzat per a realitzar els assaigs in
vitro
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3.1.4.2 PREPARACIO DE LES MICROPLAQUES DE COMBINACIONS ANTIFUNGIQUES

Es va preparar un gradient de concentracions per a cadascun dels an-
tifingics utilitzats seguint el metode descrit pel CLSI. Es van utilitzar
microplaques de 96 pouets de fons concau. El volum final va ser de 100
ul a tots els pouets de les microplaques. Es van estudiar un total de cinc
combinacions d’antifingics, que es van disposar en files o columnes a
les microplaques per acabar formant un gradient doble de concentraci-
ons en forma de tauler d’escacs (figura 7).

Micafungina. Es va utilitzar un gradient de concentracions de 32 a
0,06 mg/ml, dispensant 50 pl als pouets de la segona a 'onzena columna.

Itraconazole. Es va utilitzar un gradient de concentracions de 8 a
0,12 mg/ml, dispensant-ne també 50 pl als pouets de les files A a la G.

Posteriorment, es van realitzar microplaques amb els gradients de
concentracions invertits per als dos antifingics, per tal d’estudiar un
rang de concentracions més gran amb l'itraconazole.

En la columna 1 (files de la A a la G) de cada microplaca, es va
dispensar un tnic antifangic (micafungina o itraconazole) per a establir
la CMI de I'antifangic sol.

En la fila H (columnes 2-11) de cada microplaca, es va dispensar
un Gnic antifingic (itraconazole o micafungina) per a establir la CMI de
I"antifingic sol.

Els pouets de I'tltima columna (A12-G12) es van destinar al con-
trol positiu (creixement del fong en absencia d’antiftingics). Els pouets
H11iH12 es van destinar al control negatiu (control d’esterilitat del medi
de cultiu).
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Itraconazol o micafungina sols
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Figura 7. Esquema de la distribucié de les diferents concentracions d’antifan-
gics en una placa de combinacions d’antifangics. Es defineixen sis zones: 1) zona
on es troba I'antiftngic que s’ha dispensat a les files sol, b) zona de combina-
cions dels dos antifingics en forma de tauler d’escacs, ¢) zona amb RPMI sol,
utilitzada com a control positiu (control de creixement del fong), d) zona on es
troba I’antifingic que s’ha dispensat a les columnes sol, e) i f) control d’esterilitat
del medi

3.1.4.3 DEFINICIONS

e CMI (concentracio minima inhibitoria): Per a I'amfotericina B i,
abans del 2006, per a la micafungina, la CMI es va definir com la
menor concentracié d’antifingic que provocava el 100% d’inhi-
bici6 del creixement flingic després de 24 hores d’incubacié.
Per als azoles, la flucitosina i, a partir del 2006, també per a les
equinocandines, la CMI es va definir com la minima concen-
tracié que provocava el 50% d’inhibicié del creixement fangic,
comparat amb el control, després de 24 hores d’incubacié.

* CMF (concentracio minima fungicida): Per a determinar la CMF, es
va sembrar en plaques de SDA el contingut dels pouets de les
microplaques on s’observava una inhibicié del creixement del
100%, i es va definir com la menor concentraci6 capag de reduir
en el 99,9% o més la quantitat d'unitats formadores de colonia
per ml.
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* FICI (index de concentraci6 inhibitoria fraccionada): Per a I'estudi de
les interaccions entre antiftingics, es va utilitzar el FICI, que ens
permet classificar les interaccions com a sinérgiques, indiferents
o0 antagonistes.

El FICI correspon a la suma dels FIC de cada antiftingic (a i b).
El FIC es defineix com la CMI de cada antiftingic quan actua en
combinacié dividit per la CMI de I"antifingic quan actua sol.

CMId'a encombinacio CMI deb encombinacio

FICI= FICa+ FICb= +
CMId'a sol CMI deb sol

Es va definir la interaccié com a sinérgica si el FICI era < 0,5,
indiferent si 0,5 < FICI <4, i antagonista si el FICI era > 4.

3.1.4.4 PREPARACIO DELS INOCULS PER ALS ESTUDIS IN VITRO

Els inoculs es van preparar dispersant dues o tres colonies dels llevats
en 10 ml de solucié salina fisiologica esteril, a partir d’un cultiu en placa
amb medi SDA a les 24 hores d’incubacié. La suspensi6 fou ajustada
amb una cambra de Neubauer fins a una concentraci6 entre 1x10° - 5x10°
llevats/ml. La concentraci6 i la viabilitat de I'inocul van ser verificades
sembrant 100 ml de les dilucions 1:1.000 1 1:10.000 del mateix en plaques
de SDA.

A cada pouet de les plaques previament preparades, es dispensa-
ren 100 pl d'una dilucié 1:1.000 de I'inocul en RPMI, excepte en aquells
destinats al control d’esterilitat.

Seguint les recomanacions del CLSI, a cada assaig es van incloure
les segtients soques control:

- C. parapsilosis ATCC 22019

- C. krusei ATCC 6258

3.2 Estudis in vivo
3.2.1 Soques

Per a les proves d’efectivitat in vivo dels antiftingics, es van seleccio-
nar diferents soques corresponents a diferents espéecies de Candida i una
soca de Cladophialophora bantiana (taula 3).
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Taula 3. Relacié de les soques utilitzades en els estudis in vivo

Candida glabrata
HSJ 229444 FMR 8489 Clinica. Orina. Reus, Catalunya
HS]J 189465 FMR 8497 Clinica. Exudat. Reus, Catalunya
HSJ 325960 FMR 8766 Clinica. Hemocultiu. Reus, Catalunya
HSJ 302006 FMR 8487 Clinica. Orina. Reus, Catalunya
Candida krusei
HSJ 357568 FMR 9728 Clinica. Liquid intraperitoneal. Reus, Catalunya
UPV 03-271 FMR 9729 Clinica. Hemocultiu. Barakaldo, Euskadi
Candida dubliniensis
UPV 96-172 FMR 10032 Clinica. Oral. Dublin, Irlanda
UPV 95-395 FMR 10034 Clinica. Oral. Bilbao, Euskadi
Candida tropicalis
HSJ423859 | FMR9727 | Clinica. Orina. Reus, Catalunya

Cladophialophora bantiana
CBS 110009 | FMR 8697 | Clinica. Abscés cerebral. Estats Units d’ America

UPV, Facultad de Medicina y Odontologia, Universidad del Pais Vasco, Euskadi.
HS]J, Hospital Sant Joan de Reus, Reus, Catalunya

FMR, Facultat de Medicina, Universitat Rovira i Virgili, Reus, Catalunya

CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Holanda

3.2.2 Animals d’experimentacio

Per al desenvolupament dels models experimentals d’infecci6 dissemi-
nada, es van utilitzar ratolins mascles OF-1 (Charles River, Criffa S.A.,
Barcelona) de cinc setmanes d’edat i, aproximadament, de trenta grams
de pes. Es van utilitzar el mateix tipus d’animals tant per a les infeccions
per Candida spp. com per Cladophialophora bantiana.

Tots els estudis realitzats van ser aprovats pel Comite Etic de la
Universitat Rovira i Virgili. Els animals es van estabular en condicions
estandards amb accés lliure al menjar i a la beguda. Seguint el protocol
de supervisio de la URV, els animals van ser observats, fixant-nos amb
especial interes en els segiients aspectes:

- aspecte de I'animal (pel llis i brillant o piloereccio)

- postura (normal o encorbat, dormitant)
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- torcement abdominal (tipic en ratolins que presenten dolor)
- secrecions (nasal, diarrea o cromodacriorrea)
- convulsions

- locomocié (moviments sobtats i rapids que impedeixen les pos-
tures habituals, no poden caminar en linia recta, etc.)

- comportament no provocat (vocalitzacions, automutilacions...)

- comportament en resposta a estimuls (molt agressiu o comatos)

En el cas d’observar animals en estat comatés, amb incapacitat
d’obtenir aigua o menjar o que s’autoinfligien greus mutilacions, aquests
foren sacrificats per inhalacié de CO,. Tant els animals utilitzats per als
estudis de carrega fungica com els supervivents, al final de 1'estudi fo-
ren sacrificats amb aquest procediment.

3.2.3 Immunosupressio

Es van utilitzar dues pautes diferents d'immunosupressio:

* Combinacio de ciclofosfamida amb 5-fluorouracil. La ciclofosfamida
s’administrava en una dosi tinica de 200 mg/Kg intraperitone-
alment i el 5-fluorouracil en una dosi tinica de 150 mg/Kg per
via intravenosa. Ambdods van ser administrats el mateix dia de
la infecci6 (dia 0).

* 5-fluorouracil (dia 5). Per als estudis de supervivencia realitzats
amb Candida krusei, els animals van rebre la mateixa pauta d"im-
munosupressié descrita anteriorment, a més d’una dosi addi-
cional de 5-fluorouracil de 75 mg/Kg cinc dies després de la
infecci6.
En el cas dels estudis amb Candida dubliniensis i Cladophialophora
bantiana, la viruléncia d’aquests fongs va permetre desenvolupar mo-
dels d’infecci6 en ratolins immuonocompetents.
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3.2.4 Infeccio

Preparacié de l'inocul
La metodologia per a preparar l'inocul va variar segons el tipus de
fong:

* Per a Candida spp., els inoculs es van preparar dispersant diver-
ses colonies dels llevats en 10 ml de soluci¢ salina fisiologica
esteril, a partir d'un cultiu en placa amb medi SDA a les 24 hores
d’incubacié.

* En el cas del model d’infecci6 per Cladophiaphora bantiana, els
inoculs es van preparar rascant amb I'ajuda d’una nansa la su-
perficie de la placa que contenia el fong esporulat. La massa ex-
treta que contenia hifes i conidis del fong es transferia a un tub
amb 10 ml de soluci6 salina fisiologica esteril i la suspensié es
filtrava a través d'una gasa esteril per tal d’eliminar les hifes.

En ambdés casos, la concentracié de les suspensions de llevats o
conidis es va ajustar mitjangant el recompte amb una cambra de Neu-
bauer, fins a assolir 1'inocul desitjat. Per a verificar la concentracio i la
viabilitat dels inoculs, es van realitzar bancs de dilucions seriades dels
mateixos, sembrant 100 pl de les dilucions adequades en medi SDA o
PDA.

Via d’administracio

Per tots els models d’infeccid, I'inocul es va administrar per via intrave-
nosa. Cada animal va rebre 200 pl de I'inocul, injectats a la vena lateral
de la cua.

3.2.5 Antifiingics

Els antiftingics utilitzats com a tractaments en els diferents models ex-
perimentals s’inclouen a la taula 4.
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Taula 4. Antifangics assajats in vivo en els diferents estudis

Antifiingics

Procedencia

Solvent

Flucitosina

Sigma-Aldrich Corp., Sant Louis,
M.O.

Aigua destil lada esteril

Amfotericina B

Fungizona®Squibb Industria farma-

céutica, Madrid, Espanya

Solucié glucosada al 5%

Amfotericina B

liposomica

AmBisome® Gilead Sciences, Madrid,

Espanya

Solucié glucosada al 5%

Amfotericina B

poliagregats

Substancia pura cedida per Bristol-

Myers Squibb, Madrid, Espanya

Solucié glucosada al 5%

Amfotericina B

Substancia pura cedida per Bristol-

Solucié glucosada al 5%

fordshire, Regne Unit

microesferes Myers Squibb, Madrid, Espanya
Anidulafungina Pfizer Inc., Nova York, EUA Etanol al 20%
. Cancidas® Merck & Co. Ltd., Hert- . . .
Caspofungina . . Soluci¢ salina fisiologica
fordshire, Regne Unit
Fluconazole Pfizer, Madrid, Espanya Soluci6 salina fisiologica
Micafungina Astellas Pharma Inc., Toquio, Jap6 Soluci6 salina fisiologica
Vfend® Pfizer, Ltd., Sandwich, Regne
Voriconazole Soluci6 salina fisiologica
Unit
Noxafil, Schering-Plough Ltd., Hert- . ) ) .
Posaconazole Soluci6 salina fisiologica

3.2.6 Tractaments i vies d' administracio

Els tractaments es van iniciar 24 hores després de la infeccié (dia 1) i van
ser administrats durant 3, 5, 10 o 30 dies, depenent de 'estudi realitzat.
A la taula 5, s’indiquen les vies d’administracié per a cadascun dels an-
tifingics utilitzats.
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Taula 5. Relacié de les vies d’administracié d’antifingics i volums
administrats

Substincia activa Via Freqiiencia Volum/dia
d’administracio d’administracio administrat
o Oral 3 cops al dia 0,1 ml
Flucitosina
Oral Aigua de beguda Aprox. 4 ml/ratoli
Amfotericina B Intraperitoneal 1 cop al dia 0,2ml
Amfotericina B liposomica Intravenosa 1 cop al dia 0,1 ml
Amfotericina B poliagregats Intravenosa 1 cop al dia 0,1 ml
Amfotericina B microesferes Intravenosa Variable 0,1 ml
Anidulafungina Intravenosa 1 cop al dia 0,1 ml
Caspofungina Intravenosa 1 cop al dia 0,1 ml
Fluconazole Oral 2 cops al dia 0,2 ml
. . Subcutania 1 cop al dia 0,1 ml
Micafungina -
Intravenosa 1 cop al dia 0,1 ml
. Oral 1 cop al dia 0,12-0,18 ml
Voriconazole
Intravenosa 1 cop al dia 0,1 ml
Posaconazole Oral 1 cop al dia 0,1 ml

* Via intravenosa: utilitzada per a 'administracié del 5-fluorouracil
en les pautes d'immunosupressi6 en el ratoli, per a I'amfotericina
B (liposomica, poliagregats i microesferes), el voriconazole i les
equinocandines. Es van utilitzar agulles del calibre 30 G x 2. La in-
jecci6 es va realitzar a través d"una de les venes laterals de la cua.

* Via intraperitoneal: emprada per a I’administracié de 'amfoterici-
na B i de la ciclofosfamida. Es van utilitzar agulles del calibre 26
G x%. La punci6 es va realitzar a la zona inferior i lateral de 1’ab-
domen de I’animal immobilitzat en posici6é de Trendelenburg.

* Via subcutania: usada per a I’administracié de la micafungina. Es
van utilitzar agulles del calibre 30 G x Y%, injectant perpendicu-
larment a través d"un plec de la pell a la zona del clatell.

* Via oral: usada per a I'administracié del fluconazole, el vorico-
nazole, el posaconazole i la flucitosina, mitjangant una canula
esofagica. En un dels estudis, la flucitosina es va afegir a 'aigua
de beguda, després de calcular que cada ratoli beu, aproximada-
ment, 4 ml d’aigua al dia.
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3.2.7 Recuperacio fungica a partir d’organs de I’animal infectat

El metode de sacrifici utilitzat sempre fou I’asfixia per inhalacié de CO,.
Un cop sacrificats els animals, es van extreure els organs diana utilitzant
material quirtrgic esteril. Es van estudiar els ronyons i la melsa. Es van
utilitzar tubs esterils de 10 ml de capacitat, dispensant 1 ml de soluci6
salina per tub i procedint després al tarat d’aquests. Després d’introduir
I'dérgan corresponent a cada tub, es pesava i es procedia a homogeneit-
zar els organs amb varetes de vidre esterils. De cada homogeneitzat, es
van realitzar dilucions seriades 1:10 que se sembraven en plaques de
SDA, que foren incubades a 37°C. Finalment, es procedia al recompte
d’unitats formadores de colonia (UFC) a les 24-48 hores d’incubacié. La
carrega fungica als organs s’expressava en UFC/g segons la férmula
segtient:

LI . . %
UFCl g = UFC/ml x(pesdel'organ +1ml desolucié salina)

Pesdel'organ

* Considerant que 1 g de teixit ocupa un volum d’1 ml.

3.2.8 Analisi estadistica

Per a la realitzaci6 dels diferents estudis estadistics, es va utilitzar el pa-
quet de programes estadistics SPSS (versions 11.0 a 15.0.1) i Graph Pad
Prism (versi6 4.0) per a Windows.

Metode de Kaplan Meier. Aquest meétode permet calcular el femps
mitja de supervivéncia (TMS) per a un grup de ratolins. Té en compte els
animals que queden vius al final de I'estudi, aixi com el dia que han
mort els animals durant el periode d’observacié. Un cop calculats el
TMS de cada grup, s'utilitza el test de log-rank per a comparar el TMS
dels diferents grups entre si o respecte al grup control i establir quins
grups son estadisticament diferents i quins s’han de considerar iguals.

Analisi de la Varianga. Aquest és un metode parametric d’analisi
que s’aplica als estudis en que es realitza la quantificaci6é del fong en
diversos organs. Permet comparar la mitjana de recuperaci6é de cada
organ entre els diferents grups de I'estudi. Com que és un metode pa-
rametric, les dades han de seguir una distribucié normal i, per aixo,
s’acostuma a treballar amb logaritmes de base 10 dels recomptes de co-
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lonies obtinguts. Aquest metode no és valid quan els grups de dades
sén molt petits; en aquest cas, és recomanable utilitzar una altra prova
no parametrica, com és el test U de Mann-Whitney.

Test U de Mann-Whitney. Aquesta prova no parametrica permet
comparar les dades obtingudes en els recomptes de colonies per gram
d’organ. No compara les mitjanes, siné que ordena les dades dels dos
grups que es comparen i en determina uns rangs. En aquest test, per
tant, no cal que les dades segueixin una distribucié normal i podem tre-
ballar amb les dades originals o amb els logaritmes, ja que ambdés tipus
de dades ens proporcionaran els mateixos resultats.

Test t de Student. Aquesta prova avalua si les mitjanes de dos grups
son estadisticament diferents entre si i ha estat utilitzada per a detectar
diferencies en la disminucié de la carrega fingica en organs d’animals
infectats amb diferents soques, pero que han rebut el mateix tractament.
Aquesta analisi és adequada quan la grandaria de la mostra és massa
petita per estar distribuida de manera normal, i s'utilitza una estimacié
de la desviacio tipica en lloc del valor real, cosa que permet utilitzar les
dades originals.
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4, Resultats

4.1 “Activitat de la 5-fluorocitosina, el fluconazole, I’amfoterici-
na B i la micafungina en un model muri d’infeccié disseminada
per Candida glabrata.”

“Activities of flucytosine, fluconazole, amphotericin b, and micafungin
in a murine model of disseminated infection by Candida glabrata.”

MARINE, M.; SERENA, C.; FERNANDEZ-TORRES, B.; PASTOR, F. J. i GUARRO,
J. (2005), Antimicrobial Agents and Chemotherapy, nam. 49, p. 4757-
4759.
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‘We compared the efficacies of amphotericin B, fluconazole, flucytosine, and micafungin in a systemic murine
infection by three isolates of Candida glabrata. Amphotericin B showed the best results, although none of the
drugs dramatically reduced mortality or tissue burden in liver or spleen.

Candida glabrata is one of the most common Candida spe-
cies other than C. albicans (3), and it causes a high mortality
rate (12). Fluconazole (FLC) and amphotericin B (AMB) are
the drugs recommended for treating C. glabrata infections (10).
However, some strains have inherent resistance to FLC (2, 10,
11) and because the patients suffering from this infection are
usually in a critical condition the use of AMB is limited. In
some animal studies, it has been demonstrated that the efficacy
of FLC is equivalent to that of AMB (4), but in others AMB
was clearly shown to be more efficient than FLC at clearing
fungal burden (1, 5). Therefore, we believe that if the in vivo
activities of the available drugs are to be understood, numer-
ous strains from different sources and with different in vitro
antifungal susceptibilities should be tested. Up to now, only
seven strains of C. glabrata have been tested with animal mod-
els (1,4, 5), and in only one of these studies could the animals’
survival rates be evaluated for only one drug (5). We have
compared the efficacies of FLC, AMB, flucytosine (5FC), and
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FIG. 1. Survival of mice after inoculation with C. glabrata. Mice
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4758 NOTES

TABLE 1. In vitro antifungal activities of AMB, FLC, MFG,
and 5FC against three strains of C. glabrata

MIC-0* (pg/ml) MIC-2* (pg/ml)
Strain
AMB MFG FLC SFC
FMR 8497 1 0.25 8 <0.06
FMR 8489 1 0.25 8 <0.06
FMR 8766 0.5 0.25 4 0.06

“ MIC-0 corresponds to a 100% inhibition of growth, and MIC-2 corresponds
to a 50% inhibition of growth.

micafungin (MFG) in an immunocompromised murine model
of disseminated infection by C. glabrata.

Three clinical isolates, FMR 8489, FMR 8497, and FMR
8766, from urine, exudates, and blood, respectively, were used
in the study. They were subcultured on Sabouraud dextrose
agar plates and incubated at 35°C for 24 h. In vitro suscepti-
bilities of the three strains to AMB, FLC, 5FC, and MFG were
tested using a microdilution reference method (7). For SFC
and FLC, the MIC was defined as the lowest drug concentra-
tion that reduced control growth by 50%. For AMB and MFG,
the MIC endpoint was defined as 100% inhibition.

Male OF1 mice were immunosuppressed by a single intra-

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

peritoneal injection of 200 mg of cyclophosphamide/kg of body
weight, plus a single intravenous injection of 150 mg of 5-fluoro-
uracil’kg on the day of infection (9). The procedure standards
approved by the Animal Welfare Committee of the Rovira i
Virgili University were used.

For the survival studies, a group of 10 mice was established
for each strain and each treatment. Mice were challenged with
2 % 10* CFU in 0.2 ml into the lateral tail vein, except for
strain FMR 8766, which required an inoculum of 6 X 10¥ CFU
to attain a lethality similar to that of the other strains. Prelim-
inary experiments testing several strains (Fig. 1) demonstrated
that these concentrations of fungal elements were the optimal
doses for producing an acute infection, with 60 to 100% of
animals dying within 10 days. The different groups were treated
as follows: AMB at 1.5 mg/kg of body weight/dose given intra-
peritoneally daily (8), FLC at 40 mg/kg given orally (5) twice
daily, MFG at 5 mg/kg given subcutancously (6) twice daily,
and SFC at 80 mg/kg orally three times a day (1). All treat-
ments began 24 h after challenge, and the therapy lasted for
5 days. Mice were checked daily for 15 days.

For tissue burden studies, five groups of 10 mice, one for
each treatment and one for controls, were established for each
of the two strains FMR 8489 and FMR 8497. For all treat-
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ments, therapy began 24 h after challenge and lasted 5 days.
One day after the treatment finished, five of the surviving mice
were sacrificed. Spleens and kidneys were aseptically removed,
and the entire organs were homogenized in 1 ml of sterile
saline. Serial 10-fold dilutions of the homogenates were plated
on Sabouraud dextrose agar, incubated at 35°C, and examined
daily for 3 days. The numbers of CFU per gram of tissue were
calculated.

Mean survival times were estimated by the Kaplan-Meier
method and compared among groups by using the log rank
test. CFU counts were analyzed by the Mann-Whitney U test.
SPSS for Windows, version 11.0, was used.

MICs of AMB, FLC, 5FC, and MFG were similar for the
three strains, and the differences among them were never
higher than 1 dilution (Table 1).

‘While all treatments, with the exception of SFC, prolonged
survival of mice infected with strain FMR 8497, only AMB and
FLC significantly prolonged survival of mice infected with
strain FMR 8489. In the case of the FMR 8766 strain, FLC,
AMB, and MFG tended to prolong survival but none of them
did so significantly (Fig. 2).

AMB reduced the fungal loads in kidneys and spleens for
strain 8489 and in kidneys for strain 8497. Tissue burdens were
also reduced for both strains by 5FC, but only in kidneys. The
MFG and FLC regimens did not significantly reduce the
counts for any organ or strain (Fig. 3).

The in vivo responses for all three strains tested were dif-
ferent even though the in vitro susceptibilities were similar for
the four drugs. For one strain, practically all of the drugs tested
significantly prolonged survival; for another strain, only two of
the four drugs tended to prolong survival; and for the third,
none of them prolonged it. However, AMB showed some ad-
vantages since it prolonged survival for two of three strains
tested and was the only drug that was able to reduce fungal
load in spleen for the two strains tested. The results, however,
were not very impressive.

Our results do not agree with those of Atkinson et al. (1),
who suggested that FLC could be useful for treating urinary
infections, because FLC was not able to reduce fungal loads in
the kidneys of mice infected with any of the two strains.

Although each of the four drugs tested showed some degree
of effectiveness at prolonging survival and/or reducing fungal
organ counts, none of them was able to sterilize organs or to
reduce mortality dramatically. Because C. glabrata is a com-
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mon cause of adult candidemia and has high mortality rates,
finding effective treatments is an urgent need.

This work was supported by a grant from Fondo de Investigacio-
nes Sanitarias from the Ministerio de Sanidad y Consumo of Spain
(PI 020114).
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4.2 “Terapia antifangica combinada en un model muri d’infec-
ci6 per Candida glabrata.”

“Combined antifungal therapy in a murine infection by Candida glabrata.”

MARINE, M.; SERENA, C.; PASTOR, F. J. i GUARRO, J. (2006), Journal of Anti-
microbial Chemotherapy, nam. 58, p. 1295-1298
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Objectives: To develop proper treatments for patients who do not respond to current antifungal
treatments, we tested new combinations of antifungal drugs for treating disseminated infections by
Candida glabrata in a murine model.

Methods: Mice were rendered neutropenic by intraperitoneal cyclophosphamide and intravenous
5-fluorouracil administration. The animals were infected intravenously with 2 x 10° cfu of C. glabrata. The
efficacies of micafungin combined with amphotericin B, fluconazole or flucytosine, and of amphotericin
B combined with fluconazole were evaluated by survival and tissue burden reduction.

Results and Conclusions: Micafungin plus amphotericin B was the most effective combination at
reducing tissue burden. Micafungin at 10 mg/kg combined with amphotericin B at 0.75, 1.5 or 3 mg/kg
prolonged survival with respect to the monotherapies, but only the second combination showed a
synergistic effect in reducing fungal load in spleen and kidney. Amphotericin B at 1.5 mg/kg combined
with micafungin at 5, 10 or 20 mg/kg reduced tissue burden with respect to the monotherapies, but the

effects of the three combinations were very similar. These results suggest that amphotericin B in

combination with is pri for the

of . g

Keywords: candidiasis, animal models, micafungin, fluconazole, flucytosine

Introduction

Candida glabrata is an opportunist pathogen that mainly affects
severely immunocompromised patients, causing disseminated and
frequently fatal infections." Amphotericin B is recommended for
the treatment of non-Candida albicans systemic infections” but its
toxicity limits its use at high doses in patients in a critical
condition.? Many isolates of C. glabrata have shown an innate
resistance to fluconazole, and treatment often fails.* In a recent
study using a murine model of disseminated infection by
C. glabrata we demonstrated that although amphotericin B
showed the best results, few differences exist in the activity of
amphotericin B, fluconazole, flucytosine and micafungin and that
none of them completely resolved the infection.” Combined
therapy could be a therapeutic alternative, but it has been poorly
explored. There has been some experience in combining
amphotericin B with other drugs that can allow the reduction
of the doses of this antifungal and/or shorten the duration
of therapy.® In a recent murine study, the combination of this
drug with caspofungin showed synergistic in vivo activity,
althm;lgh the doses of amphotericin B tested were considerably
high.

Here, we have tested combinations of the four drugs mentioned
above in a murine model of disseminated infection by C. glabrata
in order to evaluate whether combined therapy can improve the
results obtained with the monotherapies.

Materials and methods

Fungus

C. glabrata strain FMR 8489 was used in the study. The inoculum
size was adjusted to the desired concentration by haemocytometer
counts, and viability was confirmed by serial plating on Sabouraud
dextrose agar.

In vitro susceptibility testing

The in vitro antifungal susceptibility of the fungus to the four drugs
was tested using a reference microdilution method.®

Animals

Male OF1 mice (30 g) were used in accordance with the procedure
standards approved by the Animal Welfare Committee of the Rovira i
Virgili University.

*Corresponding author. Tel: +34-977-759359; Fax: +34-977-759322; E-mail: franciscojavier.pastor@urv.cat
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Drugs

The drugs tested were flucytosine (Sigma-Aldrich Corp., St Louis,
MO, USA), amphotericin B (Fungizona), fluconazole (Pfizer Inc.
Madrid, Spain) and micafungin (Fujisawa Pharmaceutical Co. Ltd,
Osaka, Japan). Amphotericin B was administered at doses of 0.75,
1.5 or 3 mg/kg of body weight/dose once daily, intraperitoneally;
flucytosine was administered at 80 mg/kg three times a day (240 mg/
kg/day), orally; fluconazole was administered at 40 mg/kg twice a
day (80 mg/kg/day), orally; and micafungin was administered at 2.5,
5 or 10 mg/kg twice a day (5, 10 or 20 mg/kg/day), subcutaneously.

Immunosuppression

Mice were immunosuppressed by a single intraperitoneal injection of
200 mg/kg of cyclophosphamide plus a single intravenous injection
of 150 mg/kg of 5-fluorouracil, on the day of infection.

Infection

Mice were challenged with 2 x 10° cfu in 0.2 mL into the lateral tail
R
vein.

Experimental design

Three sequential experiments were performed. In the first we
evaluated the efficacy of micafungin combined with amphotericin
B, fluconazole or flucytosine, and amphotericin B combined with
fluconazole, in reducing tissue burden in kidney and spleen. Results
were compared with those obtained with these drugs administered
alone. In the second and third experiments we evaluated the efficacy
of micafungin plus amphotericin B, which was the combination that
yielded the best results in the first experiment, first varying the doses
of amphotericin B and then those of micafungin. Results were
compared with those from the monotherapies in prolonging the
survival and reducing tissue burden in kidney and spleen.

Experiment 1

Twenty-four hours after challenge, groups of 10 mice were randomly
assigned to one of the following treatment groups: micafungin 10 mg/
kg/day, amphotericin B 1.5 mg/kg/day, fluconazole 80 mg/kg/day,
flucytosine at 240 mg/kg/day, micafungin 10 mg/kg/day plus
amphotericin B 1.5 mg/kg/day, micafungin 10 mg/kg/day plus
fluconazole 80 mg/kg/day, micafungin 10 mg/kg/day plus flucytosine
240 mg/kg/day and amphotericin B 1.5 mg/kg/day plus fluconazole
80 mg/kg/day. Control animals received no treatment. The therapy
lasted for 5 days. Monotherapies were performed not only for
comparison with combined treatments, but also to confirm the results
of a previous study.’ Five of the surviving mice randomly chosen
were killed 1 day after the completion of treatment. Spleen and
kidneys were aseptically removed, and the entire organs were
homogenized in 1 mL of sterile saline. Serial 10-fold dilutions of the
homogenates were plated on Sabouraud dextrose agar, incubated at
35°C and examined daily for 3 days.

Experiment 2

Twenty-four hours after challenge, groups of 20 mice were randomly
assigned to one of the following treatment groups: amphotericin
B 0.75 and 3 mg/kg/day, and micafungin 10 mg/kg/day plus ampho-
tericin B 0.75, 1.5 or 3 mg/kg/day. Therapy lasted for 5 days. A
control group received no treatment. The efficacy of these treatments
was evaluated by survival and tissue burden studies and was
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Figure 1. Effects of the antifungal treatments on cfu counts of C. glabrata
FMR 8489 in kidneys (a) and spleen (b) of mice. Al.5, amphotericin at
1.5 mg/kg/day. M10, micafungin at 10 mg/kg/day. FLC80, fluconazole at
80 g/day. SFC240, f ine at 240 /kg/day. *P value of <0.05
versus control. °P value of <0.01 versus control and <0.05 versus
monotherapies. Horizontal lines indicate mean values.

compared with those obtained in the first experiment. For survival
studies, mice were checked daily for 15 days after challenge. Tissue
burden was performed as described above.

Experiment 3

Twenty-four hours after challenge, groups of 20 mice were randomly
assigned to one of the following treatment groups: micafungin 20 mg/
kg/day, and amphotericin B 1.5 mg/kg/day plus micafungin 5 or
20 mg/kg/day. Therapy lasted for 5 days. A control group received no
treatment. The efficacy of these treatments was evaluated by survival
and tissue burden studies and was compared with those obtained
in the first experiment. Survival and tissue burden studies were
performed as described above.
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Figure 2. (a—c) Experiment 2. (d—f) Experiment 3. Cumulative mortality of mice infected with C. glabrata FMR 8489 (a and d). Effects of the antifungal
treatments on colony counts of C. glabrata FMR 8489 in kidneys (b and e) and spleen (c and f) of mice. A0.75, A1.5 and A3: amphotericin B at 0.75, 1.5 and
3 mg/kg/day. M5, M10 and M20: micafungin at 5, 10 and 20 mg/kg/day. *P value of <0.05 versus control. °P value of <0.01 versus control and <0.05 versus

monotherapies. Horizontal lines of scatter plots indicate mean values.

Statistics

Results

Mean survival time was estimated by the Kaplan-Meier method and

compared among groups using the log-rank test. cfu counts were
analysed using the Mann—Whitney U-test. Graph Pad 4.00 and SPSS

11.5 for Windows were used.

tosine, <0.06 mg/L.
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The MICs of the drugs tested were as follows: amphotericin B,
2 mg/L; micafungin, 0.25 mg/L; fluconazole, 8 mg/L; and flucy-
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Experiment 1

Results are shown in Figure 1. Amphotericin B significantly
reduced the fungal load in both organs versus the control group,
while flucytosine only did so in kidney. Micafungin and
fluconazole were ineffective in this model. All the combinations
tested were able to reduce the fungal load with respect to the
control in at least one organ. The combination of micafungin plus
amphotericin B showed the best results and was the only one that
showed a synergistic effect, significantly reducing the cfu counts
with respect to the monotherapies in both organs.

Experiment 2

Results are shown in Figure 2(a—c). All the combinations of
micafungin with amphotericin B significantly prolonged the
survival, with a rate over 75% in all the cases. The results of all
the combinations were significantly better than those of the
corresponding monotherapies (P < 0.05), but with no differences
among them. Although the two new combinations reduced fungal
load with respect to the control in both organs, they did not
show a synergistic effect, their results being worse than those
obtained with micafungin at 10 mg/kg/day plus amphotericin B
at 1.5 mg/kg/day in the first experiment.

Experiment 3

Since the best results of the two previous experiments were those
obtained with the combination of micafungin at 10 mg/kg/day
plus amphotericin B at 1.5 mg/kg/day, we tested amphotericin B
at 1.5 mg/kg/day with micafungin at 5 or 20 mg/kg/day in order to
evaluate if varying the doses of the last drug would improve the
previous results. Due to the inefficacy of micafungin at 10 mg/kg/
day given alone, monotherapy with micafungin at 5 mg/kg/day
was not tested. Figure 2(d—f) shows that no differences were
found among the combinations assayed, results in all cases being
significantly better than those obtained with the monotherapies
(P < 0.05).

Discussion

Combined therapy in experimental C. glabrata infections,
especially using the two standard drugs amphotericin B and
fluconazole, has already been studied by other authors.” In the
present study, this combination was not able to improve
the results obtained with amphotericin B alone. By contrast the
combination amphotericin B plus micafungin showed excellent
results. All the doses tested showed a synergistic effect in
prolonging survival versus the monotherapies. Other investiga-
tors, using a similar murine model, had previously reported the
efficacy of the combinations of amphotericin B with echinocan-
dins, although evaluating only kidney tissue burden.”'® Barchiesi
et al.” recently reported a dose-dependent effect of amphotericin
B when combined with caspofungin, the highest dose of both
drugs being 3 mg/kg/day. However, in our case, in the combina-
tion amphotericin B plus micafungin, amphotericin B at
1.5 mg/kg worked better than amphotericin B at 3 mg/kg in
reducing fungal load in spleen. Our results are similar to those of

Olson et ul.,'o who also obtained a significant reduction of tissue

burden using a high dose of liposomal amphotericin B combined
with micafungin at 2.5 mg/kg/day, although they used a
considerably lower fungal inoculum than we did. Lipid formula-
tions of amphotericin B are less toxic than amphotericin B
deoxycholate, but its availability is limited due to the cost. We
obtained similar results using amphotericin B at small toxic doses.
Here, we chose a strain of C. glabrata that practically did not
respond to micafungin in our previous study® to evaluate the
potential efficacy of this drug in combination. The present study
confirmed those results.

In conclusion, our data demonstrate a favourable in vivo
interaction between amphotericin B and echinocandins against
C. glabrata murine infections confirming the results of other
authors.”'% This association constitutes a promising therapeutic
approach; but further work is needed to ascertain its clinical
relevance.
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‘We evaluated the efficacies of p and vori

le in comparison with that of amphotericin B in

a systemic murine infection by Candida krusei. Posaconazole at 50 mg/kg/day and voriconazole at 40 and 60
mg/kg/day prolonged survival and reduced the fungal tissue burden in the kidneys of mice similarly to
amphotericin B at 1.5 mg/kg/day and liposomal amphotericin B at 10 mg/kg/day. None of the treatments tested

completely resolved the infection.

Candidiasis has become one of the most frequent causes of
nosocomial infections. Fluconazole (FLC) is the recom-
mended drug, but several non-albicans Candida species such as
Candida krusei have an intrinsic resistance to FLC. This species
is the fifth most common Candida species to cause candidemia.
An ideal therapy does not yet exist for C. krusei infections, and
a high mortality rate is reported (15). Currently recommended
antifungals for the treatment of disseminated C. krusei infec-
tions are amphotericin B (AMB) and echinocandins, with vori-
conazole (VRC) being regarded as an alternative (11, 24).
Posaconazole (PSC) is a promising drug, though not yet ex-
plored enough in vivo, that shows in vitro MICs against C.
krusei similar to or lower than those of VRC (12). In this study,
we have tested the triazoles VRC and PSC, comparing their
efficacies with those of two different formulations of AMB, in
an immunocompromised murine model of disseminated infec-
tion by C. krusei.

Two clinical strains of C. krusei, FMR 9728 and FMR 9729,
were used. The inocula containing =99% of the viable cells for
both the in vitro and in vivo studies were adjusted to the
desired concentration by counting them with a hemocytome-
ter. The in vitro susceptibilities of both strains were deter-
mined using a reference method (7). The minimal fungicidal
concentration (MFC) was defined as a 99.9% or greater re-
duction in the number of CFU/ml (2) (Table 1).

Male OF1 mice were immunosuppressed by a single in-
traperitoneal (i.p.) injection of 200 mg of cyclophospha-
mide/kg of body weight, plus a single intravenous (i.v.) in-
jection of 150 mg of S-fluorouracil/kg on the same day of
infection. For the survival studies, the mice received an
additional dose of 5-fluorouracil (75 mg/kg) on day 5 after
infection, which in previous tests yielded a mortality rate of
100% within 10 days after infection (data not shown). For
the survival studies, the mice were challenged with 5 X 107
CFU in 0.2 ml of sterile saline into the lateral tail vein. For
the tissue burden studies, the mice were inoculated with 5 X
10° CFU in 0.2 ml of sterile saline, and all the animals
survived during the observation period. The procedure stan-

* Corresponding author. Mailing address: Unitat de Microbiologia,
Facultat de Medicina, IISPV, Universitat Rovira i Virgili, Carrer Sant
Lloreng 21, 43201 Reus, Spain. Phone: 34-977-759359. Fax: 34-977-
759322. E-mail: josep.guarro@urv.cat.

¥ Published ahead of print on 26 May 2009.
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dards were approved by the Animal Welfare Committee of
the Rovira i Virgili University.

Groups of 10 mice were randomly established for the
survival and tissue burden studies. The different groups
were treated once daily as follows: AMB deoxycholate (D-
AMB) at 1.5 mg/kg of body weight/dose given i.p. (6); lipo-
somal AMB (L-AMB) at 10 mg/kg given i.v. (9); VRC at 10
or 20 mg/kg i.v. (20) and at 40 or 60 mg/kg given orally (p.o.)
(22); and PSC at 50 or 100 mg/kg p.o. (19). From 3 days
prior to infection, the mice that received VRC were given
diluted (50%) grapefruit juice instead of water. The selected
doses of VRC have previously been shown to deliver ade-
quate plasma levels in mice when coadministered with
grapefruit juice (5, 18, 25). All treatments began 24 h after
challenge, and the therapy lasted for 5 days. For the survival
studies, the mice were checked daily for 15 days. For the
tissue burden studies, the mice were killed 1 day after the
completion of the treatment. The spleens and kidneys were
aseptically removed, and the entire organs were homoge-
nized in 1 ml of sterile saline. Serial 10-fold dilutions of the
homogenates were plated and incubated at 35°C for 72 h.
The mean survival time was estimated by the Kaplan-Meier
method and compared among groups using the log rank test.
Colony counts for the tissue burden studies were analyzed
using the Mann-Whitney U test. A P value of <0.05 was
considered statistically significant.

For both strains tested, all the treatments significantly pro-
longed survival relative to the control group (P < 0.05) (Fig. 1).
No statistically significant differences were observed between
the treatments.

For strain 9728, all the drugs except i.v. administered

TABLE 1. In vitro antifungal activity of AMB, VRC, and PSC
against the two strains of C. krusei®

VRC PSC
Stai AMB MIC-0
raimn (ng/ml) MIC-2 MFC MIC-2 MFC
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
9728 1 0.125 16 0.125 1
9729 1 0.25 >16 0.25 2

“MIC-0 corresponds to a 100% inhibition of growth and MIC-2 to a 50%
inhibition of growth. MFC corresponds to a 99.9% or greater reduction in the
CFU/ml count.
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FIG. 2. Effects of the antifungal treatments on the tissue burden of C. krusei FMR 9728 (A) and FMR 9729 (B) in the kidneys and spleens of
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VRC were effective in reducing the fungal burden in the
kidneys relative to that of the control group (Fig. 2). In the
spleens, the two formulations of AMB, the lower dose of
PSC, and both of the p.o. administered doses of VRC were
able to reduce the CFU counts relative to that of the control
group. For strain 9729, D-AMB, L-AMB, and PSC were
effective in reducing the fungal burdens in both organs,
while VRC even at high doses was only able to reduce the
fungal load in the kidneys. In addition, PSC at 50 mg/kg was
able to significantly reduce the fungal burden in the kidneys
relative to the other therapies. L-AMB was clearly more
effective than the other therapies in reducing the tissue
burden in the spleens for both strains.

Despite the relatively high MICs that AMB showed against
both strains tested, this drug was effective in vivo. Overall, in
our murine model, L-AMB performed slightly better than
VRC and PSC, while D-AMB did not outperform the azole
treatments.

Although C. krusei shows an intrinsic resistance to FLC,
no cross-resistance to other azoles has been observed (13,
14). VRC remains active against most strains of C. krusei
(12, 17), its efficacy being demonstrated in vitro and in
clinical trials (3, 10). Several authors have reported a fun-
gistatic effect of VRC (16, 26), while others have stated a
fungicidal effect of this drug (1, 21) against Candida. De-
spite the high MFCs observed for both strains, in our study,
VRC improved the survival of mice for the two strains tested
and reduced the tissue burden greatly for strain 9728 and
modestly for strain 9729.

In our murine model, PSC has demonstrated efficacy in
the treatment of C. krusei-disseminated infection with sim-
ilar or even improvement of the results obtained with cur-
rently recommended treatments such as D-AMB, L-AMB,
and VRC. Surprisingly, the lower dose of PSC proved to be
slightly more effective than 100 mg/kg in tissue burden clear-
ance. A lack of a dose-effect relationship for this drug has
been previously reported with different fungi in mice (4, 19).
A decrease in the absorption of PSC at doses higher than 50
mg/kg in mice (8) could easily correlate with a lack of effect
increase, although a decrease in drug efficacy is puzzling and
merits further investigation. The low MFCs observed and
the efficacy of PSC in the survival and fungal burden studies
agree with the reported fungicidal activity of this compound
against C. krusei (23). Despite the lower MFCs observed for
PSC with respect to those for VRC, no statistical differences
were observed in vivo between the two compounds with the
exception of tissue burden reduction in the kidneys for
strain 9729.

In conclusion, our results suggest that PSC could be a ther-
apeutic alternative to AMB and VRC for the treatment of
disseminated infections by C. krusei. Further experimental
studies are warranted to confirm our results.

This work was supported by a grant from Fondo de Investigaciones
Sanitarias from the Ministerio de Sanidad y Consumo of Spain (PI
050031).
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Candida dublini shows parad

or traulmg growth eﬂ‘ects in vnro in the presence of

echinocandins. We tested the in vitro activities of

and against clinical

isolates of C. dubliniensis and evaluated the efficacy of these drugs in , two murine models of systemic infection.
The three echinocandins were similarly effective in the treatment of experimental disseminated infections with

is strains sh

: h
g or not

g abnormal growth in vitro.

Candida dubliniensis is a species closely related to C. albi-
cans. It can cause invasive infections in immunocompromised
patients (5, 11, 12). Data on the antifungal management of C.
dubliniensis infections are scarce; however, in vitro fluconazole
resistance and one possible case of relapse after caspofungin
(CAS) treatment have been reported (14, 15). Several recent
studies have reported a high prevalence among the strains of
C. dubliniensis of abnormal growth in vitro characterized by
paradoxical or trailing effects observed in the presence of echi-
nocandins (6, 9). It is unknown if these effects are related to a
low efficacy of these drugs in vivo. Here we have tested the
activities of anidulafungin (AFG), CAS, and micafungin
(MFG) against seven strains of C. dubliniensis (Table 1). We
have tested these drugs and compared their efficacies between
strains that showed or did not show paradoxical growth in vitro
in a murine model of infection.

Susceptibility in vitro was determined by using a reference
method (4). The minimal fungicidal concentration (MFC) was
defined as a 99.9% or greater reduction in the number of
CFU/ml (8). A hemocytometer was used to adjust the desired
fungal inocula for both in vitro and in vivo studies.

Male OF1 mice were used, and the procedure standards
approved by the Animal Welfare Committee of the Universitat
Rovira i Virgili were followed. Immunocompetent mice were
challenged intravenously (i.v.) with 1.5 X 107 CFU of strain
FMR 10032 or FMR 10034, and immunosuppressed mice were
challenged with 1.5 X 10° CFU. Immunosuppressed mice re-
ceived 200 mg/kg of cyclophosphamide intraperitoneally plus
150 mg/kg of 5-fluorouracil i.v. on the day of infection (10).
Groups of 10 mice were randomly established for survival and
tissue burden studies with both strains. The different groups of
immunocompetent mice were treated with AFG, CAS, or
MFG at 1 or 10 mg/kg of body weight/dose iv. once daily.
Immunosuppressed mice received AFG, CAS, or MFG at 1

* Corresponding author. Mailing address: Unitat de Microbiologia,
Facultat de Medicina, IISPV, Universitat Rovira i Virgili, Carrer Sant
Lloreng 21, 43201 Reus, Spain. Phone: 34-977-759359. Fax: 34-977-
759322. E-mail: josep.guarro@urv.cat.

7 Published ahead of print on 28 September 2009.

mg/kg of body/weight/dose also i.v. once daily. Control animals
received no treatment. All treatments began 24 h after chal-
lenge. Due to the early deaths occurring in the immunocom-
petent mouse model of infection, therapies lasted 3 days. The
later occurrence of deaths in the immunosuppressed mouse
model of infection allowed the administration of therapies for
5 days. For survival studies, mice were checked daily for 15
days. For tissue burden studies, mice were killed 1 day after the
completion of treatment. Spleens and kidneys were aseptically
removed, and the entire organs were homogenized in 1 ml of
sterile saline. Serial 10-fold dilutions of the homogenates were
plated on Sabouraud dextrose agar, incubated at 35°C, and
examined daily for 3 days.

Mean survival time was estimated by the Kaplan-Meier
method and compared among groups by using the log rank
test. Colony counts in tissue burden studies were analyzed by
using the Mann-Whitney U test, and a P value of <0.05 was
considered statistically significant.

A paradoxical growth effect was observed in four (57%) C.
dubliniensis isolates for AFG, six (85%) for CAS, and one for
MFG (14%) (Table 1). Based on these results, two strains were
selected for in vivo studies: FMR 10032, which showed low
MEFCs and no abnormal growth with any of the drugs tested,
and FMR 10034, which showed high MFCs and paradoxical
growth with all of the drugs tested.

Figure 1 and Table 2 show the results of in vivo studies with
immunocompetent mice. For strain FMR 10032, all of the
treatments significantly prolonged survival, except AFG at 1
mg/kg. For strain FMR 10034, only MFG at 10 mg/kg signifi-
cantly prolonged survival but no statistically significant differ-
ences were observed among the treatments. For both strains,
all of the drugs and doses significantly reduced the fungal
burdens in both organs, except for MFG and AFG at 1 mg/kg
in the kidneys for strain FMR 10034, both also being less
cffective than the other treatments in these organs. AFG at 10
mg/kg was more effective than the other treatments in reducing
the fungal load of strain FMR 10032 in the spleen.

Figure 1 and Table 2 also show the in vivo results obtained
with immunosuppressed mice. For both strains, all of the drugs
significantly prolonged survival and were effective in reducing
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TABLE 1. In vitro antifungal activities of AFG, CAS, and MFG against seven strains of C. dubliniensis

AFG CAS MFG
., . B P range? MICs, . P range
Strain - Body site (origin) - MICs" (ug/ml) oy e (wgmhy P range (wg/ml) MEC MICs (pg/ml) (ng/ml) MEC
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h  48h 24h 48h  24h 48h
9453 Blood (Ireland) <0.03 <0.03 4-16 >16 025 025 8-16 Trailing’ >16  0.125 0.125 >16
9456 Oral (Spain) ~ <0.03 <0.03 8-16 >16 025 025 8-16 2-16  >16 006 0.125 >16
10031 Oral (Spain) ~ <0.03 <0.03 >16 0125 025 8-16 Trailing’ >16 0125 0.125 >16
10032 Oral (Ireland) ~ <0.03  <0.03 2 0.06  0.06 4 <003 0125 4
10033 Oral (Spain) <0.03  0.06 4-16 2 025 025 816 2-16 >16 0.125 0.25 2
10034 Oral (Spain) <0.03 <0.03 4-16 >16 0.125 025 16 1-16  >16 0.06  0.125° 2-16 >16
10035 Oral (Israel) <0.03 <0.03 0.125 0.06  0.06 8-16 05 003 003 0.25

“ MICs, corresponds to 50% inhibition of growth.
»

“MFC corresponds to =99.9% reduction in the CFU/ml count.

P range, range of antifungal concentrations where a paradosical growth effect was observed.

< Fungal growth was observed over the entire range of drug concentrations, and the P range was not determined.

the fungal burdens in the spleen and kidneys. CAS was signif-
icantly better than the other treatments at reducing the fungal
burdens of both strains in both organs.

The low echinocandin MICs observed for all of the strains
tested agree with previous in vitro data on activity against C.
dubliniensis (9, 13). Paradoxical growth has been observed pre-
viously, mainly in the presence of CAS and MFG but rarely
with AFG (6, 9). By contrast, we observed here a paradoxical
growth effect in the presence of AFG and CAS but in only one
strain for MFG.

In immunocompetent mice, all of the echinocandins were
effective in reducing the tissue burdens of both strains and in

A)
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<
H
2
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0 T T T
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improving the survival of animals challenged with strain FMR
10032. Only MFG at 10 mg/kg was able to significantly improve
the survival of the animals challenged with strain FMR 10034,
although this might be because of the higher virulence of this
strain and the short-term treatments used in this model rather
than a lower efficacy of the drugs against this strain.

The smaller inoculum and the longer treatment period used
in the immunosuppressed mouse model allowed the observa-
tion of good responses to all of the drugs tested against both
strains.

The low dose of CAS reduced the fungal tissue burden in the
kidneys of immunocompetent mice in the same way as the

B)
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FIG. 1. Cumulative mortality of immunocompetent mice infected with C. dubliniensis FMR 10032 (A) and FMR 10034 (B) and immunosup-
pressed mice infected with C. dubliniensis FMR 10032 (C) and FMR 10034 (D). AFG1 and AFG10, AFG at 1 and 10 mg/kg/day. CAS1 and CAS10,
CAS at 1 and 10 mg/kg/day. MFG1 and MFG10, MFG at 1 and 10 mg/kg/day. A superscript lowercase letter a indicates a P value of <0.05 versus

the control.
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TABLE 2. Effects of antifungal treatments on the tissue
fungal burdens of mice infected with C. dubliniensis
FMR 10032 and FMR 10034

Isolate (immunosuppression,

Log,, mean CFU count (SEM)
inoculum [CFU/mouse]) and

drug (dose [mg/kg/day]) Kidney Spleen
FMR 10032 (none, 1.5 x 107)
None 8.12(0.10) 6.18 (0.12)
AFG (10) 2.95 (0.14)** 2.64 (0.16)"*
AFG (1) 5.65 (0.17)" 421 (0.22)"
CAS (10) 3.08 (0.10)** 3.38 (0.14)°
CAS (1) 3.41(0.15)*" 3.56 (0.10)°
MFG (10) 3.23 (0.16)*" 3.58 (0.14)
MFG (1) 4.25(0.18)° 3.97(0.19)°
FMR 10034 (none, 1.5 x 107)
None 6.60 (0.18) 5.60 (0.07)
AFG (10) 4.63 (0.12)** 4.25 (0.09)
AFG (1) 6.33(0.14) 4.54 (0.14)°
CAS (10) 4.09 (0.18)* 3.89 (0.22)
CAS (1) 450 (0.15)"> 4.21 (0.14)"
MFG (10) 4.69 (0.13)** 4.18 (0.17)
MFG (1) 6.33(0.14) 4.79 (0.15)°
FMR 10032 (CPO + 5FU/*
15 % 10%)
None 8.03 (0.08) 6.58 (0.12)
AFG (1) 5.75 (0.28)" 2,62 (0.25)"
CAS (1) 1.77 (0.15)** 1.26 (0.31)"*
MFG (1) 5.47 (0.12) 2.62 (0.21)
FMR 10034 (CPO + 5FU,
15 x 10°)
None 7.86 (0.08) 6.31(0.14)
AFG (1) 5.94 (0.25)° 2.96 (0.20)
CAS (1) 3.39 (0.14)** 2.08 (0.12)*
MFG (1) 6.47 (0.08)" 3.26 (0.08)"

“ P < 0.05 versus the control.

P <005 versus AFG at 1 mg/kg and MFG at 1 mg/kg.

©P < 0.05 versus the other treatments.

4CPO + 5FU, cyclophosphamide (200 mg/kg) and 5-fluorouracil (150 mg/ke)
administered on the day of infection.

three echinocandins did at doses 10 times higher. This agrees
with the previously described longer persistence of CAS in the
kidneys relative to the other two echinocandins (1, 2, 7).
Clemons et al. (3) reported no correlation between abnor-
mal growth in vitro and reduced efficacy in vivo of the echino-
candins against C. albicans. Although the data presented here
represent only a few strains of C. dubliniensis, our data for this
species are similar to those of Clemons et al. (3) for C. albi-
cans. Overall, echinocandins were effective in the treatment of
invasive murine candidiasis caused by C. dubliniensis, but fur-

ECHINOCANDINS AGAINST CANDIDA DUBLINIENSIS 1

ther investigation is needed to improve therapies for this kinc
of infection.
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4.5 “Eficacia del posaconazole en una infeccié disseminada per
Candida tropicalis en ratolins.”

“Efficacy of posaconazole in a murine disseminated infection by Candi-
da tropicalis.”

MARINE, M.; PASTOR, F. J. 1 GUARRO, ., en revisi6 de la revista Antimicro-
bial Agents and Chemotherapy
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ABSTRACT

We evaluated the efficacy of posaconazole against Candida tropicalis in
a systemic infection model with immunosuppressed mice. Posacona-
zole at 50 mg/kg/day prolonged the survival of mice and reduced the
fungal tissue burden of mice infected with any of the five strains tested
with the exception of one strain that had a high MIC against this drug.
Our results demonstrate the efficacy of posaconazole in the treatment of
invasive murine infection caused by C. tropicalis.
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Candidiasis has become an important cause of nosocomial bloodstream
infections, with associated mortality rates as high as 40% (10,11). Can-
dida tropicalis is the third or fourth most commonly isolated species of
Candida (5,11). Although this species is not considered more virulent
than other species, such as C. albicans (7), it has been associated with
higher mortality rates in cancer patients (15). It is particularly virulent in
neutropenic hosts (10), and current therapies need improvement.

Posaconazole (PSC) is active in vitro similarly to itraconazole and
voriconazole against most Candida species (3) and it is less likely to be
involved in drug-drug interactions (9). PSC is approved for the treat-
ment of several filamentous fungi infections and oropharyngeal can-
didiasis in immunocompromised patients (14). However, there is no
adequate clinical data for making an evidence-based recommendation
for treatment of candidiasis infections other than oropharyngeal candi-
diasis (10).

To improve our knowledge of what part this drug plays in the
management of Candida infections, the present study has tested the effi-
cacy of PSC in an immunocompromised murine model of disseminated
infection by C. tropicalis.

Seventeen clinical strains of C. tropicalis were used in the study
(Table 1). Susceptibility was determined using a reference method (2).
Minimal fungicidal concentration (MFC) was defined as a 99.9% or
greater reduction in the number of CFU/ml (6). A haemocytometer was
used to adjust the desired fungal inocula for both in vitro and in vivo
studies.

Male OF1 mice were used following the procedure standards ap-
proved by the Animal Welfare Committee of the Rovira i Virgili Uni-
versity.

For survival and tissue burden studies, mice received 200 mg/
kg of cyclophosphamide intraperitoneally (i.p.) plus 150 mg/kg of 5-
fluorouracil intravenously (i.v.) on the same day of infection. PSC was
purchased as Noxafil (Schering-Plough Ltd.). Five strains represent-
ing different in vitro susceptibility patterns were chosen for the in vivo
studies. Mice were challenged with 1 x 10° CFU in 0.2 ml i.v. In previ-
ous tests, this inoculum has caused mortality rates of 75-100% within 12
days of infection (data not shown). Groups of 10 mice were randomly
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established for survival and tissue burden studies for each treatment
and strain. The different groups were treated with PSC at 50 mg/kg
given orally once daily (q.d.) (12) or 25 mg/kg given twice daily (b.i.d.).
Control animals received no treatment. All treatments began 24 h after
challenge, and the therapy lasted for 5 days. For survival studies, mice
were checked daily for 15 days. For tissue burden studies mice were
killed one day after the completion of treatment, spleen and kidneys
were aseptically removed and weighed, and the organs were homog-
enized in 1 ml of sterile saline. Serial 10-fold dilutions of the homoge-
nates were plated on Sabouraud dextrose agar, incubated at 35° C and
examined daily for 3 days.

Mean survival time was estimated by the Kaplan-Meier method
and compared among groups using the log-rank test. Colony counts in
tissue burden studies were analyzed using the Mann-Whitney U test. A
p value of <0.05 was considered statistically significant.

A minimum inhibitory concentration (MIC) higher than 16 ng/ml
was observed only for the strain FMR 8895, while for the other strains
PSC showed MICs of <1 ug/ml (Table 1). Representative strains with
low, intermediate and high MICs were chosen for in vivo studies. Trail-
ing growth effects and MFCs higher than 16 pg/ml were observed for
all the strains tested, with the exception of strain FMR 10239, which was
also chosen for the in vivo studies.

Both PSC regimens significantly prolonged survival (Figure 1) and
reduced fungal tissue burden in kidneys and spleen (Figure 2) of mice
relative to the control group (p<0.05) for all the strains with the excep-
tion of FMR 8895. Fungal tissue burden reduction was greater for strain
FMR 10239 than for the other strains for both organs and both PSC regi-
mens tested (p<0.05). No statistical differences were observed in sur-
vival or tissue burden between mice treated with PSC at 50 mg/kg q.d.
and those treated with PSC at 25 mg/kg b.i.d.

In the present study, we have selected C. tropicalis isolates with dif-
ferent susceptibility patterns to PSC in order to compare the efficacy of
this drug against them in vivo. The high prevalence of trailing growth
effects is well known among the C. tropicalis isolates in in vitro tests for
the azole drugs (1). The correct reading of the MICs avoids their mis-
classification into the ‘resistant’ category, although the fact that many
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isolates of this species retain the ability to grow, even at high concentra-
tions of the drug, is a matter for concern.

Dividing daily PSC intakes into various dosages has been shown
to increase the absorption of this drug in humans (4,8). In this study,
however, no statistical differences were observed between single and
divided dosage regimens.

PSC has been described as fungistatic against C. tropicalis (13),
which agrees with the results of this study where a low MFC was ob-
served for only one out of seventeen strains. The higher activity ob-
served in vitro for this strain (FMR 10239) also corresponded to a higher
fungal tissue burden reduction in vivo. Despite the high MFCs in this
study, PSC showed efficacy in the treatment of C. tropicalis against all
the strains tested, with the exception of the strain that showed a high
MIC in vitro for this drug (FMR 8895).

Our results suggest that trailing growth effects and high MFCs ob-
served for many strains of C. tropicalis are not predictive of reduced ef-
ficacy of PSC in vivo against this species, and only a correlation between
high MICs and a poor response in vivo was observed for this drug. PSC
was effective against most strains of C tropicalis tested and merits fur-
ther investigation in order to develop future effective treatments for C.
tropicalis disseminated infections.
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Table 1. Antifungal activity of posaconazole in vitro against 17 strains
of C. tropicalis

Strai Posaconazole
T MIC-22 (ug/ml) | MFCP (ug/ml)
8895 >16 >16
8896 0.125 >16
8897 0.06 >16
8898 0.125 >16
9726 0.5 >16
9727 <0.03 >16
10231 0.06 >16
10232 0.06 >16
10333 0.06 >16
10234 0.06 >16
10235 0.125 >16
10236 0.06 >16
10237 1 >16
10238 0.06 >16
10239 <0.03 1
10240 <0.03 >16
10241 0.125 >16

*MIC-2 corresponds to 50% of growth inhibition
"MFC corresponds to 99.9% or greater reduction in CFU/ml count
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FIG.1. Cumulative mortality of mice infected with C. tropicalis FMR 8895 (A),
FMR 9726 (B), FMR 9727 (C), FMR 10237 (D) and FMR 10239 (E). PSC50, posa-
conazole at 50 mg/kg q.d. p.o. PSC25 posaconazole at 25 mg/kg b.i.d. p.o. * P
<0.05 versus control
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FIG.2. Effects of the antifungal treatments on tissue burden of C. tropicalis FMR
8895, FMR 9726, FMR 9727, FMR 10237 and FMR 10239 in kidneys (A) and
spleen (B) of mice. PSC50, posaconazole at 50 mg/kg q.d. p.o. PSC25 posacona-
zole at 25 mg/kg b.i.d. p.o. » P <0.05 versus control. Horizontal lines in scatter
plots indicate mean values
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4.6 “Eficacia d"una nova formulacié d’amfotericina B en un mo-
del muri d’infecci6é disseminada per Candida glabrata.”

“Efficacy of a new formulation of amphotericin B in a murine model of
disseminated infection by Candida glabrata.”

MARINE, M.; Espapa, R.; TORRADO, J.; PasTOR, F. J. i Guarro, J. (2008),
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, num. 61:, p. 880-883
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Objectives: Amphotericin B poly-aggregates are a new formulation of amphotericin B, which can be

obtained cheaply. In this study, we tested the efficacy of this new for

1 for

nated infection by Candida glabrata in a murine model.
Methods: Mice were rendered neutropenic by intraperitoneal cyclophosphamide and intravenous

5-fluorouracil ation and inf

d intravenously with 2 x 10® cfu of C. glabrata. The efficacy of

the new formulation of amphotericin B was evaluated by survival and tissue burden studies. The
experiments were repeated using three different clinical strains of C. glabrata.

Results and conclusions: Amphotericin B poly-aggregates showed an efficacy similar to that of

amphotericin B deoxycholate and liposomal amphotericin B in the

infection by C. glabrata.

Keywords: candidiasis, animal models, poly-aggregates

Introduction

Amphotericin B is a polyene with a broad range of activity,
available since the 1950s and still extensively used for treating a
wide spectrum of fungal infections. The classical and most
frequently used formulation of this drug is amphotericin
B deoxycholate. However, its important adverse effects, mainly
nephrotoxicity, make it inappropriate in many cases.'? Recently,
newer lipid formulations of amphotericin B with less adverse
effects and activities similar to that of amphotericin B deoxy-
cholate have become available, but their high costs limit enor-
mously their clinical use, especially in developing countries.
Due to the low aqueous amphotericin B solubility, amphoter-
icin B molecules are usually in an aggregated disposition. In the
conventional deoxycholate preparation (Fungizone), amphoteri-
cin B is mainly in a dimer form. Different types of aggregation
of dimers or poly-aggregates can be obtained by heating
Fungizone® or depending on certain interactions with excipi-
ents.* Another way to control the aggregation state of ampho-
tericin B is related to the pH conditions during the formula
preparation procedure.® This latest way to obtain amphotericin B
in a poly-aggregated state is cheap and this new amphotericin B
formulation has previously demonstrated efficacy in the

it of a inated murine

treatment of experimental leishmaniasis.® Moreover, this new
formulation has been proven experimentally to be less toxic than
the conventional amphotericin B deoxycholate, which allows its
administration at high doses in a way similar to the most expens-
ive lipid formulations.®

We have tested the efficacy of this new formulation in a
murine model of Candida glabrata infection using three differ-
ent clinical strains, comparing it with the traditional deoxycho-
late and liposomal formulations.

Materials and methods

Three clinical isolates, FMR 8487, FMR 8489 and FMR 8497, the
first two isolated from urine and the third one from an exudate, at
our university hospital, were used in the study. Following the CLSI
broth microdilution reference method, all three strains showed an
identical in vitro susceptibility to amphotericin B, i.e. MICs of
1 mg/L. They were subcultured on Sabouraud dextrose agar (SDA)
plates and incubated at 35°C for 24 h.

Male OF1 mice were immunosuppressed by a single intraperito-
neal injection of 200 mg/kg cyclophosphamide plus a single intrave-
nous injection of 150 mg/kg 5-fluorouracil on the day of infection.”

*Corresponding author. Tel: 434-977-759359; Fax: +34-977-759322; E-mail: josep.guarro@urv.cat
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The procedure followed the standards approved by the Animal
Welfare Committee of the Rovira i Virgili University.

Amphotericin B was purchased as Fungizone (Squibb Industria
Farmacéutica S.A., Barcelona, Spain). Liposomal amphotericin B as
AmBisome and amphotericin B raw material were provided by
Gilead Sciences S.A. (Madrid, Spain) and by Bristol-Myers Squibb,
respectively. Amphotericin B poly-aggregates were prepared as
follows: amphotericin B as raw material (50 mg) was dispersed in
5mL of a water solution formed by sodium deoxycholate (41 mg),
dibasic sodium phosphate (10 mg) and monobasic sodium phosphate
(0.9 mg). The resulting homogeneous suspension was also diluted in
water to a final volume of 10 mL and the amphotericin B molecular
organization was analysed by spectrophotometry showing the same
absorption spectra reported previously.®

The efficacy of the different drugs was evaluated through pro-
longation of mice survival and reduction in fungal tissue burden of
mice challenged by the three strains of C. glabrata. For the survival
and tissue burden studies, groups of 10 mice were randomly estab-
lished for each strain, one for each treatment and one as control.
Mice were challenged with 2 x 10° cfu in 0.2 mL into the lateral
tail vein. The different groups were treated as follows: liposomal
amphotericin B (10 mg/kg of body weight/day),® free poly-
aggregates of amphotericin B (5 or 10 mg/kg/day), both given intra-
venously, and amphotericin B deoxycholate (1.5 mg/kg/day), given
intraperitoneally.” All treatments began 24 h after challenge and the
therapy lasted for 5 days.

For survival studies, mice were checked daily for 15 days. For
tissue burden studies, 1 day after the treatment finished, five of the
surviving mice, randomly chosen, were sacrificed. Spleen and
kidneys were aseptically removed, and the entire organs were hom-
ogenized in 1 mL of sterile saline. Serial 10-fold dilutions of the
homogenates were plated on SDA, incubated at 35°C and examined
daily for 3 days. The numbers of cfu/g of tissue were calculated.

Mean survival time was estimated by the Kaplan—Meier method
and compared among groups using the log-rank test. Colony counts
in tissue burden studies were analysed using the Mann—Whitney
U-test. Calculations were made using SPSS 13.0 and Graph pad 4.0
for Windows.

Results

Figure 1 shows the results of survival studies obtained with the
strains tested. Whereas all treatments prolonged the survival of
mice infected with strain FMR 8489, none of them significantly
prolonged the survival of mice infected with the strains 8497
and 8487 with the exception of the poly-aggregates at 5 mg/kg
for the latter strain.

Tissue burden results are shown in Figure 2. Liposomal
amphotericin B and amphotericin B deoxycholate significantly
reduced the fungal load in kidneys and spleen for all the strains
(P < 0.05) with the exception of the latter formulation in spleen
for the strain 8487. The high dose of the amphotericin B poly-
aggregate formulation significantly reduced the fungal load for
all the strains and all the organs (P < 0.05) with the exception
of spleen for the strain 8487. The low dose of the formulation
was clearly less effective than the other formulations and doses
at reducing the fungal burden in kidneys.

‘We observed no statistical differences between the deoxycho-
late formulation and liposomal amphotericin B in the survival
and tissue burden studies. There were significant differences
only in the reduction of fungal load between mice treated with
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Figure 1. Cumulative mortality of mice infected with C. glabrata FMR
8489 (a), FMR 8497 (b) and FMR 8487 (c). AMB 1.5, amphotericin B
deoxycholate at 1.5 mg/kg/day; LAMB 10, liposomal amphotericin B at
10 mg/kg/day; PAG 5 and PAG 10, amphotericin B poly-aggregates at 5 and
10 mg/kg/day, respectively. “P < 0.05 versus control.

the deoxycholate formulation and the amphotericin B poly-
aggregated formulation at 10 mg/kg for the strain 8489 in
spleen. Liposomal amphotericin B was more effective in redu-
cing the tissue burden with respect to the amphotericin B poly-
aggregated formulation for the 8487 and 8497 strains but not for
the 8489 strain in kidneys.

Discussion

C. glabrata is one of the most common Candida non-albicans
species causing severe human infections. Despite the newer
alternative drugs, amphotericin B remains as one of the main
options for the treatment of such infections.” In a previous study
using a murine model of disseminated infection by C. glabrata,
we demonstrated that amphotericin B showed a higher efficacy
than representatives of other antifungal classes such as echino-
candins and azoles.”
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Amphotericin B poly-aggregates against C. glabrata
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Figure 2. Effects of the antifungal treatments on tissue burden of C. glabrata FMR 8489 (a), FMR 8497 (b) and FMR 8487 (c) in kidneys and spleen of
mice. AMB 1.5, amphotericin B deoxycholate at 1.5 mg/kg/day; LAMB 10, li 1 icin B at 10 mg/kg/day; PAG 5 and PAG 10, amphotericin B
poly-aggregates at 5 and 10 mg/kg/day, respectively. “P value of <0.05 versus control. "P value of <0.01 versus control and <0.05 versus the
poly-aggregates. Horizontal lines of scatter plots indicate the mean values.

Currently, many formulations of amphotericin are available The comparative effectiveness of the different amphotericin
with noticeable lesser adverse effects, but the use of these new B formulations on the market is controversial because of the
drugs, as stated above, is greatly limited by their high cost.'®'!  high degree of heterogeneity inherent in the experimental
In our study, we observed a similar efficacy between the ampho-  studies. This high variability, which can be due to the patho-
tericin B poly-aggregated formulation and the marketed ampho-  genic agent or to the patient, makes it difficult to demonstrate
tericin B formulations we tested. significant differences in efficacy in clinical practice among the
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different formulations.'>'® Both sources of variability can be
partially reduced in the animal models. In this work, different
results were observed depending on the strain tested. Based on
the data of the survival studies, the new formulation is not stat-
istically different from the tested commercially available formu-
lations. Furthermore, it is important to point out that the lower
toxicity of the new formulation in relation to the conventional
deoxycholate formulation allows the administration of doses of
amphotericin B as high as 10 mg/kg.

Based on the tissue burden reduction, for the amphotericin
B poly-aggregated formulation, better results were found, in
general, in spleen than in the kidneys, since in this organ even
the lower dose of such a formulation was able to reduce the
fungal load for two of the three strains. This effect may be
due to the fact that the disposition of drug molecules as large
aggregates could enhance amphotericin B capture by the
mononuclear phagocyte system cells located in liver, spleen
and bone marrow.'* The targeting of the new amphotericin B
poly-aggregated formulation to these organs may constitute the
basis of new applications for this compound. For instance, in
the treatment of visceral leishmaniasis, this formulation has
proven to be clearly superior to the conventional deoxycholate
formulations.®

The new amphotericin B poly-aggregated formulation is an
interesting alternative to the commercially available amphoteri-
cin B formulations we tested and warrants future studies with
other fungal species and different infection types.
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of fungal infections.

Amphotericin B microspheres (M-AMB) are a new, inexpensive formulation of amphotericin B. In this
study, we tested the efficacy of this new formulation for treating murine disseminated infections by
Candida glabrata or Candida tropicalis. M-AMB showed a similar efficacy to that of amphotericin B deoxy-
cholate and liposomal amphotericin B in the treatment of both disseminated murine infections. Its low
toxicity and inexpensive production costs make this formulation potentially attractive for the treatment

© 2009 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

Amphotericin B has been the drug of choice for the treat-
ment of a wide range of fungal infections for almost 50 years.
This drug is active against many fungal species that cause life-
threatening infections, and increased resistance rates over time are
rarely reported. The major flaw of amphotericin B treatment is its
nephrotoxicity, which greatly limits its use. To palliate its adverse
effects, various formulations such as emulsions [1], liposomes [2]
and nanoparticles [3] have been developed. Currently, lipid formu-
lations are accepted as a less toxic alternative to the traditional
colloidal dispersion. However, high production costs of these new
formulations limit their use.

A new formulation of amphotericin B has been developed that
consists of drug-containing albumin microspheres, elaborated by
a spray-drying process [4]. This new formulation has proven to
be active against leishmaniasis and to have a lower toxicity pro-
file than amphotericin B deoxycholate in animal models [5,6]. The
new microsphere formulation can be produced more cheaply than
the lipid amphotericin B formulations already marketed and this
may allow wider usage of this drug. Recently, this new microsphere
formulation of amphotericin B has shown efficacy against Candida
albicans in a murine model of candidiasis comparable with that of
the deoxycholate formulation [7,8].

Infections caused by Candida spp. are some of the most com-
mon among the fungal infections, with amphotericin B being a

* Corresponding author. Tel.: +34 977 759 359; fax: +34 977 759 322.
E-mail address: franciscojavier.pastor@urv.cat (FJ. Pastor).

recommended treatment for systemic infections [9]. Amphotericin
B microsphere formulation is an interesting option for improving
current therapies against Candida infections. In the present study,
we tested the efficacy of this new formulation in murine models of
Candida glabrata and Candida tropicalis infection, comparing it with
the traditional deoxycholate and liposomal formulations.

2. Materials and methods
2.1. Fungal strains

Two clinical isolates of C. glabrata (FMR 8497 and FMR 8489)
and one of C. tropicalis (FMR 9727) were used in this study. The
isolates were subcultured on Sabouraud dextrose agar (SDA) (Lab-
oratorios Conda Sa, Madrid, Spain) plates and incubated at 35 °C for
24h. In vitro susceptibilities of the three strains to amphotericin B
were determined using the Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute broth microdilution reference method [10]. All three strains
showed identical in vitro susceptibility to amphotericin B, i.e. a
minimal inhibitory concentration (MIC) of 1 mg/L.

2.2. Animals

Male OF1 mice were immunosuppressed by a single intraperi-
toneal injection of 200 mg/kg cyclophosphamide plus a single
intravenous injection of 150 mg/kg 5-fluorouracil on the day of
infection [11].

0924-8579/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

doi:10.1016/j.ijantimicag.2009.07.005

Please cite this article in press as: Mariné M, et al. Efficacy of a new formulation of amphotericin B in murine disseminated infections by Candida
glabrata or Candida tropicalis. Int ] Antimicrob Agents (2009), doi:10.1016/j.ijantimicag.2009.07.005

104



Desenvolupament experimental de nous tractaments antifingics...

GModel
ANTAGE-3091; No.of Pages4
2 M. Mariné et al. / International Journal of Antimicrobial Agents xxx (2009) XXX-XXx
2.3. Compounds (A) g 100 S ——
ici E ’_1 —*ABD?
Amphotericin B deoxycholate (ABD) was purchased as o 75 T e "
Fungizone™ (Squibb Industria Farmacéutica S.A., Barcelona, Spain) s 1 LAMB
and liposomal amphotericin B (L-AMB) was provided as AmBi- e ~*T M-AMB 20°
some (Gilead Sciences S.A., Madrid, Spain). Amphotericin B as H 0] —©~M-AMB 40°
raw material was provided by Bristol-Myers Squibb (Barcelona, E = M-AMB 60°
Spain). Amphotericin B microspheres (M-AMB) were prepared as o 251
follows: amphotericin B was dispersed in 5mL of a water solu- & .- =
tion formed by sodium deoxycholate, dibasic sodium phosphate 0 T T T T T
and monobasic sodium phosphate. The resulting dispersion was 9 bl 9 _9 . 12 18
stirred moderately to achieve a homogeneous suspension. A 20% Days postinfection
serum human albumin (Grifols, Barcelona, Spain) solution (5 mL) (B) g 100 e
was added and the final mixture was spray-dried using a Biichi t l l ¥ PED
B-191 spray-dryer (Biichi, Flawil, Switzerland) [5]. Albumin micro- o 754 L — LAMB
spheres of 1.0 +0.7 wm with a content of 4.0% (w/w) amphotericin s _i::
B in the final product were obtained. Before drug injection, M-AMB B :l_ X SSMAMBI20
were manually dispersed in a 5% glucose-water solution. The sta- 8 2 | —S-M-AMB 40
bility of the new formulation has been described in previous studies § —&—M-AMB 60
(6]- el
e
2.4. Experimental design 0 T T T T T
0 3 6 9 12 15
The efficacy of the different drugs was evaluated by prolonga- Days postinfection
tion of survival and by reduction of fungal tissue burden of mice ) § 100 —=— Control
challenged with the abovementioned strains. For the survival and E L —— ABD
tissue burden studies, groups of 10 mice were randomly estab- 2 754 % ¥ b
lished for each strain, one group for each treatment and another 2 Y o
as control. Mice were challenged with 2 x 108 colony-forming 2 5 M:AMB 20~
units (CFU) of C. glabrata or 1 x 105 CFU of C. tropicalis in 0.2 mL = 97 M-AMB 40
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follows: L-AMB (10 mg/kg body weight/day) given intravenously g
[12]; ABD (1.5 mg/kg/day) given intraperitoneally [11]; and M-AMB a o
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(20 mg/kg) given intravenously [5]. Both commercial formulation
treatments began 24 h after challenge and the therapy lasted for
5 days. M-AMB were administered in three different regimens, i.e.
either as a single dose on Day 1 post infection, two doses at Days 1
and 3 post infection or three doses at Days 1, 3 and 5 post infection.

For survival studies, mice were checked daily for 15 days. For
tissue burden studies, five of the surviving mice were randomly
chosen and were sacrificed 1 day after the end of treatment. Spleen
and kidneys were aseptically removed and the entire organs were
homogenised in 1 mL of sterile saline. Serial 10-fold dilutions of the
homogenates were plated on SDA, incubated at 35 °C and examined
daily for 3 days, and the numbers of CFU/g of tissue were calculated.

2.5. Statistical analysis

Mean survival time was estimated by the Kaplan-Meier
method and was compared among groups using the log-rank test.
Colony counts in tissue burden studies were analysed using the
Mann-Whitney U-test. Calculations were made using SPSS 15.0
(SPSS Inc., Chicago, IL) and GraphPad 4.0 for Windows (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA).

3. Results

Fig. 1 shows the results of survival studies obtained with
the three strains tested. In the case of C. glabrata, the results
were contradictory. Whilst all the treatments prolonged the sur-
vival of mice infected with strain FMR 8489, none of them
significantly prolonged the survival of mice infected with strain
FMR 8497. For the C. tropicalis strain (FMR 9727), all the for-
mulations and doses except ABD significantly prolonged the
survival of mice with respect to the control group. No statisti-
cal differences were observed between the three amphotericin B

T
12
Days postinfection
Fig. 1. Cumulative mortality of mice infected with (A) Candida glabrata FMR 8489,
(B) C. glabrata FMR 8497 and (C) Candida tropicalis FMR 9727. ABD, amphotericin
B deoxycholate 1.5 mg/kg/day x 5 for a total dose of 7.5 mg/kg; LAMB, liposomal
amphotericin B 10 mg/kg/day x 5 for a total dose of 50 mg/kg; and M-AMB 20, M-
AMB 40 and M-AMB 60, amphotericin B microspheres at 20 mg/kg administered
once, twice or three times every other day for total doses of 20, 40 or 60 mg/kg.
4P<0.05 versus control; ’P<0.01 versus control and P<0.05 versus amphotericin B
deoxycholate.

formulations for either C. glabrata strain, but microspheres and
liposomal formulations both significantly improved the survival
with respect to the deoxycholate formulation for the C. tropicalis
strain.

Tissue burden results are shown in Fig. 2. L-AMB and ABD sig-
nificantly reduced the fungal load in kidneys and spleen for all the
strains (P<0.05). All doses of microspheres reduced the tissue fun-
gal burden for all strains and organs studied, with the exception
of the kidney in mice infected with strain FMR 8489 treated with
the lowest dose of this formulation as well as the kidney in mice
infected with strain FMR 8497 treated with any of the three doses
of microspheres. L-AMB and ABD were more effective in reducing
the fungal load with respect to the microsphere formulation for all
the strains and organs, except for strain FMR 8489 in spleen for the
deoxycholate formulation.

No statistical differences were observed between microsphere
dosage regimens for the survival or tissue burden studies, except
for the C. tropicalis strain fungal burden in the spleen where higher
doses of M-AMB significantly reduced the CFU counts with respect
to the 20 mg/kg dose.

Please cite this article in press as: Mariné M, et al. Efficacy of a new formulation of amphotericin B in murine disseminated infections by Candida
glabrata or Candida tropicalis. Int ] Antimicrob Agents (2009), doi:10.1016/j.ijantimicag.2009.07.005
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Fig. 2. Effects of antifungal treatments on tissue burden of (A) Candida glabrata FMR 8489, (B) C. glabrata FMR 8497 and (C) Candida tropicalis FMR 9727 in kidneys and spleen
of mice. ABD, amphotericin B deoxycholate 1.5 mg/kg/day x 5 for a total dose of 7.5 mg/kg; LAMB, liposomal amphotericin B 10 mg/kg/day x 5 for a total dose of 50 mg/kg:
and M-AMB 20, M-AMB 40 and M-AMB 60, amphotericin B microspheres at 20 mg/kg administered once, twice or three times every other day for total doses of 20, 40 or
60 mg/kg. *P<0.05 versus control; ®P<0.01 versus control and P<0.05 versus microspheres. Horizontal lines of scatter plots indicate mean values.

4. Discussion

Candida glabrata and C. tropicalis are two of the most common
Candida spp. causing human infections. Poorer outcomes have been
reported for patients with fungaemia caused by these two species
than patients infected by other Candida spp. [13]; however, this has
not been widely observed [14]. In terms of drug resistance, higher
MICs, delayed killing kinetics or no fungicidal activity have been
reported for the commonest non-albicans species with the new
azoles such as voriconazole and posaconazole [15-17] in addition
to the increased resistance rates to fluconazole reported for these
species [18].In contrast to the abovementioned reports on the azole
efficacy for C. glabrata and C. tropicalis, resistance to amphotericin
B is rarely reported and amphotericin B remains one of the rec-
ommended first-line treatments against both Candida spp. [19]. In

addition, we previously demonstrated that amphotericin B showed
higher efficacy than representatives of other antifungal classes such
as the echinocandins and azoles in a murine model of disseminated
infection by C. glabrata [11]. The good results obtained by Espada
et al. [7,8] with the microsphere formulation against C. albicans
encouraged us to test such a new formulation against other Candida
spp.

Acute toxicity of the new M-AMB formulation has been deter-
mined in previous studies in hamsters and mice [5,7], where they
were reported as being less toxic than the traditional deoxycholate
formulation and similar to the liposomal formulation. The dosage
of M-AMB is based on the existing data; however, instead of daily
administration, subsequent doses of microspheres were delayed to
avoid an immune response to the human albumin used to prepare
this formulation.

Please cite this article in press as: Mariné M, et al. Efficacy of a new formulation of
glabrata or Candida tropicalis. Int ] Antimicrob Agents (2009), doi:10.1016/j.ijantimicag.2009.07.005
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Although in the tissue burden studies microspheres reduced the
CFU counts for the C. tropicalis strain and one of the C. glabrata
strains in kidneys, the commercial formulations were more effec-
tive in this organ. A lower distribution of microspheres in kidneys,
which is associated with the lower toxicity profile of this formula-
tion [7], could explain why the microspheres are less effective than
the commercial formulations. In the spleen, where the microsphere
formulation distribution is higher than in the kidneys, a significant
reduction in CFU counts was observed for all the strains tested, even
attaining a fungal burden reduction equal to that obtained with the
deoxycholate formulation in one of the C. glabrata strains tested.

Despite the modest results observed in reducing tissue bur-
den, similar or even better results were obtained in the survival
studies with the new microsphere formulation of amphotericin B
with respect to the commercial formulations. Similar results were
obtained with the microspheres and the L-AMB formulation; how-
ever, two of the microsphere dosage regimens accounted for a
lesser total dose compared with the total 50 mg/kg L-AMB adminis-
tered in the course of the 5-day treatments. In addition, the fact that
higher survival rates were attained with the new formulation with
respect to the deoxycholate formulation is very encouraging and
makes the new formulation worthy of further investigation. This
new microsphere formulation that can be administered at escalated
or much larger doses than previous formulations with apparently
less toxicity [8] appears to have great potential for the treatment
of Candida infections.
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Abstract

The in vitro activity of the combination micafungin + itraconazole was evaluated against 105 strains of six species of Candida. The highest
percentage of synergy was obtained against Candida albicans (50%) and the lowest against Candida tropicalis (0%).
© 2007 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

Keywords: Micafungin; Itraconazole; Synergy; MIC; Candida

1. Introduction

Disseminated infections caused by Candida spp. are an
important cause of morbidity and mortality in immuno-
compromised patients [1]. Candida albicans is the most
common species, but the incidence of non-albicans species
has increased in recent years [2]. Amphotericin B (AMB)
and fluconazole (FLC) are generally successful for the treat-
ment of Candida infections. However, resistance to azoles
and polyenes is not rare, especially in non-albicans species
[3.4]. Micafungin (MFG) is a representative of the echinocan-
dins, a new class of antifungal agents that target the fungal
cell wall [5] and that are potent against most species of Can-
dida, including those strains resistant to AMB and FLC [6,7].
Itraconazole (ITC) is one of the oldest drugs among the tri-
azoles along with FLC, both having similar in vitro activity
against Candida spp. Although lack of clinical data prevents
ITC being considered a first-line agent for the treatment of
disseminated candidiasis, the recent new formulations merit

* Corresponding author. Tel.: +34 977 759 359; fax: +34 977759 322.
E-mail address: franciscojavier.pastor@urv.cat (J. Pastor).

investigation [4]. Patients with fungal infections are often
immunocompromised and/or seriously ill and their critical
condition prevents the use of high antifungal doses [8]. Two
drugs with different targets should have a greater chance of
improved efficacy when administered together. If a synergis-
tic interaction between drugs is achieved, combined therapy
may allow a reduction of toxic drug doses and shorten the
duration of treatment [9,10].

So far, no in vitro study has been performed on the activity
of the combination of ITC and MFG against Candida spp.
In the present study, such a combination was assessed for
synergy against clinically relevant Candida spp.

2. Materials and methods
2.1. Organisms
A total of 105 clinical isolates of Candida spp. was

tested, comprising the following species: Candida parapsilo-
sis (n=25), C. albicans (n=20), Candida krusei (n=20),

0924-8579/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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Table 1

1 Journal of A

Agents xxx (2007) xxx-xxx

Antifungal activity of itraconazole (ITC), micafungin (MFG) and the combination ITC + MFG against clinical isolates of Candida spp.

Candida spp. (no. of isolates) MIC (jLg/mL) No. (%) of interactions in FICI category
ITC MFG ITC + MFG Synergy Indifference Antagonism

C. parapsilosis (25) GM 0.16 6.42 0.10/0.36 3(12) 22(88) 0(0)
Range 0.06-8 0.25-16 0.06-0.25/0.06-8

C. albicans (20) GM 0.80 0.31 0.11°/0.1 10(50) 10(50) 0(0)
Range 0.03-8 0.06-16 0.06-0.25/0.06-8

C. krusei (20) GM 0.41 1.18 0.26/0.47 3(15) 17(85) 0(0)
Range 0.12-1 0.25-2 0.12-1/0.03-2

C. dubliniensis (20) GM 0.11 0.25 0.1/0.05" 3(15) 17(85) 0(0)
Range 0.03-8 0.03-0.5 0.03-0.12/0.03-0.12

C. tropicalis (10) GM 0.36 0.28 0.29/0.16 0(0) 10(100) 0(0)
Range 0.03-8 0.12-1 0.06-16/0.06-0.5

C. lusitaniae (10) GM 0.15 0.94 0.06/0.31 2(20) 8(80) 0(0)
Range 0.06-0.5 0.5-2 0.03-0.25/0.06-1

Total (105) GM 0.23 0.78 0.13/0.20 21(20) 84(80) 0(0)
Range 0.03-8 0.03-16 0.03-8/0.03/8

MIC, minimal inhibitory concentration (defined as the lowest drug concentration that produced a 50% inhibition of visible fungal growth after 48 h of incubation);

FICI, fractional inhibitory concentration index; GM, geometric mean.
* P-value <0.05 versus ITC or MFG alone.

Candida dubliniensis (n=20), Candida tropicalis (n=10)
and Candida lusitaniae (n = 10). Candida krusei ATCC 6258
and C. parapsilosis ATCC 22019 were used as quality con-
trol strains. The isolates were stored lyophilised and were
subcultured on Sabouraud dextrose agar at 35°C for 24h
before testing.

2.2. Susceptibility testing

Antifungal agents were obtained as pure powders. ITC
(Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgium) was diluted in
dimethyl sulfoxide. MFG (Astellas Pharma Inc., Tokyo,
Japan) was diluted in sterile distilled water.

The minimum inhibitory concentration (MIC) of both
drugs, determined according to Clinical and Labora-
tory Standards Institute guidelines for yeasts [11], was
defined as the lowest drug concentration that produced
a 50% inhibition of visible fungal growth after 48h
of incubation. Drug interactions were assessed by the
checkerboard microdilution method [12]. Antifungal agents
were placed in rows or columns of trays with con-
centrations ranging from 0.03 ug/mL to 16 wg/mL. The
fractional inhibitory concentration index (FICI) was used
to classify drug interaction as follows: FICI <0.5, syner-
gistic; 0.5 <FICI <4, indifferent; and FICI >4, antagonistic
[13].

2.3. Statistical analysis
MICs were compared using the Mann—Whitney U-test.

Calculations were made using Graph Pad 4.00 and SPSS 13.0
for Windows.

3. Results

The susceptibility results for the 105 Candida spp. iso-
lates tested are shown in Table 1. Overall, ITC MICs ranged
from 0.03 wg/mL to 8 wg/mL. The MICs at which 50%
and 90% of all the isolates tested were inhibited (MICsq
and MICog, respectively) were 0.25 pg/mL and 4 pg/mL.
Overall MFG MICs ranged from 0.03 wg/mL to 16 pg/mL
(MIC50=0.5 pg/mL; MICop=8 pwg/mL). When ITC was
combined with MFG, there was a significant reduction in
the MICs of both drugs against C. albicans (P<0.05 and
P <0.001, respectively) and in the MIC of MFG for C. para-
psilosis (P<0.0001) and C. dubliniensis (P < 0.001). Overall,
synergistic interactions were observed for 20% (21/105)
of the isolates, whilst the remaining 80% were indifferent
(84/105).

The highest number of synergistic interactions was found
against C. albicans (50%). For C. krusei, C. parapsilosis, C.
dubliniensis and C. lusitaniae, the percentages of synergis-
tic interaction were similar, ranging from 12% to 20%. All
interactions against C. tropicalis were indifferent (Table 1).

4. Discussion

In general, our results agree with the clinical success of
MFG alone and combined with azoles for the treatment of
candidaemia [14]. ITC is a broad-spectrum antifungal drug,
only available in oral formulation until recently when an intra-
venous formulation was released. Although few data are yet
available, the new formulation appears to be promising for the
treatment of a wider range of infections, including systemic

J. Antimicrob. Agents (2007), doi:10.1016/j.ijantimicag.2007.06.022
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candidiasis [4,8]. In addition, its combination with currently
recommended drugs for candidiasis treatment such as MFG
might be useful in those infections refractory to monothera-
pies. Since resistance to azoles in Candida spp. is increasing
[15] and some strains are multiresistant [16], the use of such
combinations might also be useful to avoid or reduce the
emergence of antifungal resistance [17].

The high number of synergistic interactions between the
two drugs tested here against C. albicans, with significant
reductions in the MICs, is in contrast to the results of other
authors who suggested that the activity of MFG combined
with azoles was unimpressive, probably due to the high in
vitro activity of this echinocandin against most Candida spp.
[13,18]. Our study also revealed some synergistic interac-
tions of both drugs against C. parapsilosis, which usually
shows high MFG MICs [19], and against C. dubliniensis
with a significant reduction in MFG MICs in the combina-
tion. In the case of C. krusei, despite both drugs showing
low MICs, some synergistic interactions could still be
observed.

In a recent study by Karlowsky et al. [9], the combination
of anidulafungin, another new echinocandin, and ITC showed
alow percentage of synergistic interactions against Candida
spp. but, similar to our results, no antagonistic interactions
were observed for C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei or
C. tropicalis.

The combination of MFG with ITC may have a potential
role in the treatment of Candida infections. Further studies
using this combination on animal models are warranted.
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Combined antifungal therapy in a murine model of
disseminated infection by Cladophialophora bantiana
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We tested ten day courses of amphotericin B (AMB), micafungin (MFG),
voriconazole (VRC), flucytosine (SFC) and posaconazole (PSC) alone and in
double or triple combinations in the treatment of disseminated infections caused by
Cladophialophora bantiana in a murine model. Animals were monitored for
survival for 40 days. We found that PSC at 100 mg/kg or SFC at 180 mg/kg
prolonged survival over controls. The combinations PSC+MFG and PSC+5FC
improved survival compared to MFG and 5FC alone, but were not superior to
PSC alone. The triple combination of PSC+MFG+5FC improved the survival
with respect to both the control group and the component monotherapies, but all
the animals died during the experiment. When treatment with this triple therapy
was extended up to 30 days, half of the animals survived for at least 10 months.
Combination therapy with the three drugs (PSC, MFG and 5FC) appears to be a

promising option for the treatment of C. bantiana infections.

Keywords Phaeohyphomycosis, animal models, posaconazole, micafungin,

flucytosine

Introduction

Cladophialophora bantiana is a melanized fungus that
causes severe infections mainly in immunocompetent
hosts [1,2]. However, up to 40% of cases are reported in
patients with predisposing factors, such as a solid organ
transplant, steroid therapy or intravenous drug abuse
[3]. This fungus is the most frequent cause of central
nervous system phaeohyphomycosis, causing the for-
mation of cerebral abscesses and having a high
mortality rate [2,4]. There is no agreement as to the
therapy of choice and no optimal therapy has been
clinically determined [2,4]. These infections are rarely
resolved by antifungal treatments alone and require
surgical removal of the abscesses [4].

Animal studies suggest that amphotericin B (AMB)
and fluconazole have poor activity against C. bantiana
[5] and only flucytosine (SFC), at high doses, showed
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some degree of efficacy [6]. Broad spectrum triazoles,
such as itraconazole, and especially posaconazole
(PSC) have also shown efficacy in a murine model of
cerebral infection caused by C. bantiana [7).
Considering the poor clinical outcomes obtained with
monotherapy and the scarcity of data on combined
therapy for the treatment of C. bantiana infections [2,4],
we tested different antifungal combinations in a murine
model of disseminated infection caused by this fungus.
We chose representatives of the different classes of
antifungal drugs, with different target sites including
SFC, voriconazole (VRC), PSC and micafungin
(MFG). MFG has not been previously tested in vivo
against C. bantiana, but showed the best in vitro activity
among the echinocandins against this fungus [8].

Materials and methods

A clinical isolate of C. bantiana from a cerebral abscess,
FMR 8697, was used to challenge immunocompetent
male OF1 mice (Charles River, Criffa S.A., Barcelona,
Spain), which were handled according the standards
approved by the Animal Welfare Committee of the
Rovira i Virgili University.

DOI: 10.1080/13693780802526840
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The drugs tested were SFC (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, USA), AMB (Fungizona, Squibb Industria
Farmacéutica S.A., Barcelona, Spain), PSC (Noxafil,
Schering-Plough Ltd., Hertfordshire U.K.), VRC
(Vfend i.v., Pfizer Inc., Madrid, Spain) and MFG
(Astellas Pharma Inc., Tokyo, Japan). Groups of 10
mice were randomly selected for each treatment and to
serve as controls. Mice were challenged with 2 x 10°
CFU of C. bantiana in 0.2 ml into the lateral tail vein.
Preliminary experiments with several strains demon-
strated that this concentration as the inoculums
suspension successfully produced infections with
100% of animals dying within 20 days of the date of
inoculation (data not shown). Three days prior to
infection and during all the treatment period, the mice
that received VRC were given grapefruit juice (Hero,
Spain) instead of water to improve drug exposure [9].

Monotherapy study

The efficacy of the different drugs was evaluated in
terms of the prolongation of experimental animals’
survival. The different groups received the following
treatments: AMB deoxycholate at 1.5 mg/kg of body
weight/dose given intraperitoneally once a day [10];
MFG at 10 mg/kg given subcutaneously once a day
[11]; 5FC at 180 mg/kg/day given dissolved in the sole
source of drinking water [12]; and oral administration
of VRC at 40 mg/kg once a day [13] and PSC at 100 mg/
kg once a day [14]. Control animals received no
treatment. Treatments began 24 h after challenge and
lasted for 10 days. Mice were checked daily for 40 days.

Double therapy study

To assess the efficacy of drug combinations, different
groups of mice received the following combined
therapies: VRC+MFG; PSC+MFG; and PSC+
SFC. The drug doses for the combined treatments
were the same as used in the monotherapy study.
Control animals received no treatment. Treatments
began 24 h after challenge and lasted for 10 days.
Mice were checked daily for 40 days. The efficacy of
these treatments was evaluated in terms of the prolon-
gation of survival and compared with those obtained in
the first study.

Triple therapy study

The use of combination therapy of three antifungal
drugs with different targets was assessed in the follow-
ing combinations: VRC+MFG+5FC; and PSC+
MFG +5FC. Control animals received no treatment.
The efficacy of these treatments was evaluated in terms

of the prolongation of survival and compared with
those obtained in the previous studies. Treatments
began 24 h after challenge and lasted for 10 days.
Mice were checked daily for 40 days. The triple
combination of PSC+MFG+5FC treated mice were
also evaluated for 30 days and then observed for 10
months.

Statistical analysis

Mean survival time was estimated by the Kaplan-Meier
method and compared among groups using the log-
rank test. Calculations were made using SPSS 15.0 and
Graph pad 4.0 for Windows.

Results
Monotherapy study

Survival rates of mice treated with single agents are
shown in Fig. 1. 5SFC and PSC improved survival of
animals compared to the control group (P <0.01). PSC
also prolonged the survival of mice compared to the
other monotherapies (P <0.01). However, all the
animals died during the experimental period and in
an attempt to improve the survival rate we looked at
the impact of combination therapy on survival.

Double therapy study

In the combination study we used the same drugs as
detailed above with the exception of AMB, since it
proved to be the least effective of the drugs tested. The
combinations of VRC+MFG, PSC+MFG and PSC+
SFC, VRC+MFG significantly improved the survival

100 4
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£ . o AMB
E 754 |
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2 i -9-- MFG
2 50 [
3 i -0 5FC?
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o T L vl7 L}

0 10 20 30 40

Days postinfection

Fig. 1 mortality of mice infected with Cladophialophora bantiana
FMR 8697. Mice received the following drugs as monotherapies:
AMB, amphotericin B deoxycholate; VRC, voriconazole; MFG,
micafungin; PSC, posaconazole; SFC, flucytosine. “P <0.05 versus
control.
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of mice compared to the control group (P <0.01) but
not to the monotherapies (Fig. 2). PSC+MFG and
PSC+5FC significantly improved survival compared
to untreated mice and to either MFG or SFC alone
(P <0.01) but not compared to PSC alone. The efficacy
of both combinations was not significantly different
(P >0.05). Although the combinations showed signifi-
cant benefits all animals died during the experiment. To
improve the results obtained in the previous studies we
tested combinations of three drugs.

Triple therapy study

We tested VRC+MFG +5FC and PSC+MFG +5FC
since the three drugs, in each combination, have
different cellular targets. The combination VRC+
MFG +5FC did not significantly reduce the mortality
rate of mice compared to either the double therapies or
the monotherapies, whereas the combination PSC+
MFG +5FC significantly prolonged the survival of
mice compared to the control group (P <0.01) as well
as to all the monotherapies (P <0.05) (Fig. 3). How-
ever, once again all animals died within the period of
observation. In a new study we tried to improve these
results by administering the latter combination for 30
days instead the 10-day therapy used in the other
studies. This new regimen significantly improved the
survival of mice versus the control group and the other
the therapies (P <0.001) achieving a 50% survival of
the animals for a period of at least 10 months. This
study was repeated with similar results being obtained.
Fig. 3 shows the combined data of both trials including
control groups. Survival of control groups was not
statistically different between studies (P >0.05).
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Fig. 2 Cumulative mortality of mice infected with Cladophialophora
bantiana FMR 8697. Mice received the following drugs as double
therapies: VRC +MFG, voriconazole plus micafungin; PSC+MFG,
posaconazole plus micafungin; PSC+5FC, posaconazole plus flucy-
tosine. *P <0.05 versus control.
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Discussion

Although phaeohyphomycosis is a relatively rare fungal
infection, its poor response to antifungal drugs makes
the improvement of the current therapies an urgent
need [4]. In the absence of robust clinical data, animal
models can be a predictive source of information on the
efficacy of new treatments [15].

Our results agree with those of Block et al. [6] and
Dixon et al. [5] regarding the efficacy of SFC and the
poor activity of AMB in experimental infections due to
C. bantiana. Although 5FC clears faster in mice, it was
administered in our case at doses comparable to those
used in clinical settings and did not achieve the survival
rates attained in the above cited previous studies, where
doses of 400 mg/kg and up to 800 mg/kg of this drug
were used. MFG and VRC which had not been
previously tested in an experimental model of this
infection, performed poorly as monotherapies, but
improved the survival of mice when used in combina-
tion. The modest results obtained with VRC along with
the practical issues of administering 5SFC and grape-
fruit juice discouraged us from testing the combination
of VRC+ 5FC. The lack of improvement obtained with
triple therapy in comparison with double combinations
including VRC, MFG and 5FC might be attributable
to a possible effect of the grapefruit juice on the
pharmacokinetics of MFG and/or SFC. The interac-
tions of grapefruit juice with other drugs that might be
administered in combination with VRC in murine
models are mostly unknown and merit further investi-
gation. Although no formal studies examining the
distribution of PSC in the brain have been performed,
experimental data suggest that PSC is able to cross the
blood-brain barrier [7,16]. This is of particular interest
since the infections caused by C. bantiana show marked
neurotropism. Furthermore, PSC has been shown to be
effective in treating fungal infections of the central
nervous system [17]. Our results agree with those
obtained by Al-Abdely et al. [7], who demonstrated
the efficacy of PSC against C. bantiana. However, the
administration of PSC alone, even at a high dose, did
not fully protect the mice as all eventually died from the
fungal infection in our murine model. This may be
attributable to the fungistatic effect of PSC [7].
Although experimental studies demonstrated only
minimal concentrations of MFG in brain [18], data
exist that show the activity of this drug when inflam-
mation of brain tissue occurs [19]. The good results
obtained by MFG as part of combined therapies
against fungi that respond little to echinocandins alone
[20], and the good distribution of SFC in brain tissue
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Fig. 3 Cumulative mortality of mice in-
fected with Cladophialophora bantiana FMR
8697. Mice received the following drugs as
triple therapies: VRC+MFG +5FC, vorico-
nazole plus micafungin plus flucytosine;
PSC+MFG+5FC, posaconazole plus mi-
cafungin plus flucytosine. (E) The combina-
tion of PSC+MFG+5FC was also
administered for an extended period of 30
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[21], makes these two drugs very suitable for combina-
tion with PSC against C. bantiana.

In our study we observed no deaths or noticeable
signs of illness during the administration of the
combined therapies that included PSC although mice
started to die two weeks after discontinuation of
therapy. This problem was partially overcome when
the triple therapy with PSC, MFG and 5FC was
prolonged up to 30 days, after which all the mice
survived longer, and we observed relapse of the
infections in only on half of them. It should be noted
that C. bantiana infections are frequently chronic and
consequently require long-term therapy and a pro-
longed period of observation of animals [7]. Our results
suggest that triple therapy is more effective than PSC
alone, which does not effectively kill this fungus even
after extended treatment.

In conclusion, combined therapies using PSC with
MFG and SFC showed great potential for the devel-
opment of future effective treatments for C. bantiana
infections. However, further studies seem necessary to
adjust the dosages and treatment durations of the
combined therapies in order to improve the results
obtained in this study.
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5. Discussio

5.1 Candida glabrata. Terapies simples i combinades

Les infeccions disseminades per C. glabrata acostumen a donar-se en pa-
cients en estat critic, de manera que el tractament d’elecci6, a més de
ser efectiu, ha de produir un impacte minim sobre el pacient. En aquest
sentit, dos dels antifingics tradicionals per al tractament de candidiasis
invasives manifesten certes mancances: I’amfotericina B presenta una
elevada toxicitat i, per al fluconazole, s"han demostrat certs problemes
de resistencies en un nombre significatiu de soques de C. glabrata.

Com s’ha esmentat anteriorment, la utilitzacié de models animals
és molt ttil per a esbrinar, en unes condicions controlades, la possible
eficacia dels agents antifingics (GraysiLL, 2000). Pero, malgrat aixo, les
dades obtingudes en models experimentals d’infeccions disseminades
per C. glabrata son escasses i, a causa de la limitada capacitat de C. gla-
brata de produir infeccions letals en animals (ARENDRUP [et alii], 2002), en
pocs casos s’inclou I’avaluacié de la supervivencia.

Tot aixo, afegit a les discrepancies entre els resultats obtinguts en
estudis anteriors, justifica la realitzacié de I’estudi in vivo sobre I'eficacia
de diferents antiftiingics envers C. glabrata, inclos en la present tesi. Per
tal de desenvolupar un model animal amb una mortalitat elevada, i de
manera similar als resultats obtinguts per Atkinson [et alii] (1995), en el
nostre estudi vam haver d’utilitzar inoculs molt elevats, almenys d"uns
10° UFC/ml per a totes les soques utilitzades. En aquest estudi es van
incloure els antiftiingics tradicionals com I'amfotericina B, el fluconazole
i la flucitosina, per tal de comparar la seva efectivitat amb la micafun-
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gina, que, com els altres membres del grup de les equinocandines, pre-
senta una molt bona activitat envers Candida spp. i pocs problemes de
toxicitat.

Mitjancant l’assaig de tres soques sensibles in vitro a I'amfotericina
B, el fluconazole, la micafungina i la flucitosina, vam demostrar que no
hi ha diferéencies importants en 'eficacia d’aquests quatre antiftingics
per al tractament d"una infeccié disseminada per C. glabrata en ratolins.
Malgrat que tots van mostrar cert grau d’eficacia a I’hora de reduir la
carrega fungica en organs, destacant 'amfotericina B i, amb excepcié
de la flucitosina, de millorar la supervivencia dels animals, cap dels
farmacs utilitzats va ser capag de resoldre completament la infeccid.
Aquests resultats es van publicar en la revista Antimicrobial Agents and
Chemotherapy (2005), 49: 4757-4759.

La terapia combinada podria ser una alternativa terapéutica a I'ho-
ra de tractar infeccions disseminades per Candida, ja que permetria una
reduccié de les dosis dels antiftingics utilitzats, aixi com escurcar la du-
rada dels tractaments, pero fins ara aquesta opcié ha estat poc explorada
(Lewis i KonToyiannis, 2001).

Les limitacions dels tractaments actuals abans esmentades fan de
la combinacié d’antiftingics una aproximacié terapéutica molt atractiva
per als casos de candidémia per C. glabrata. Per aquest motiu i un cop
vistos els modestos resultats obtinguts amb les monoterapies, es va con-
siderar interessant l'estudi de terapies combinades utilitzant el mateix
model animal d’infecci6 disseminada per C. glabrata.

En el nostre estudi, la combinacié de micafungina o d’amfotericina
B amb el fluconazole no van aconseguir millorar els resultats obtinguts
amb les seves respectives monoterapies. La combinacié d’amfotericina
B i micafungina, pero, va aconseguir millorar de manera important la
supervivencia dels animals i també reduir la carrega fiingica de manera
significativa respecte als tractaments simples en ambdés organs diana.
En estudis anteriors al nostre, ja s’havia observat I'eficacia de la combi-
nacié d’amfotericina B amb les equinocandines, tant amb la caspofun-
gina (BArcHiEgs [et alii], 2005) com amb la caspofungina o la micafungina
(OrsoN [et alii], 2005) en models animals d’infeccié disseminada per C.
glabrata. En l'estudi d’Olson [et alii], pero, es van utilitzar altes dosis
d’amfotericina B liposomica, una formulacié d’aquest farmac que per-
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met administrar-lo a dosis més elevades, pero la utilitzaci6 del qual esta
limitada, en certa manera, pels seus elevats costos de produccié. En el
nostre estudi, es van observar uns resultats similars amb la micafungi-
na combinada amb dosis baixes d’amfotericina B desoxicolat. Aquests
resultats impliquen una possible utilitzacié més segura de la formulacié
tradicional de I'amfotericina B, pel tractament d’infeccions dissemina-
des per C. glabrata, en el cas de ser confirmats en posteriors estudis cli-
nics. Els resultats d’aquest estudi van ser publicats a la revista Journal of
Antimicrobial Chemotherapy (2006), 58: 1295-1298.

5.2 Candida krusei. Voriconazole i posaconazole: comparativa

Els antifingics recomanats actualment per al tractament de candidiasis
invasives per Candida krusei inclouen 1'amfotericina B, les equinocan-
dines i el voriconazole (Pappas [et alii], 2009). Tot i les seves similituds
amb el voriconazole, el posaconazole no disposa d'un recull prou gran
de dades in vivo i encara no esta recomanat per al tractament primari
d’aquest tipus d’infeccions. Aquest és un farmac d’aparici6 recent, de
manera que l’obtencié d'un major nombre de dades relatives a la seva
eficacia experimental i en clinica es fa molt necessaria, per tal de definir-
ne les seves aplicacions.

En estudis recents s’ha definit I’activitat fungicida del posaconazo-
le sobre C. krusei (Soczo [et alii], 2007), mentre que per al voriconazole
s’han obtingut resultats contradictoris pel que fa a l'activitat fungici-
da sobre aquesta especie (EsPINEL-INGROFF [et alii], 2002; PFALLER [ef alii],
2004b). Es pot especular que aquesta diferencia de comportament in
vitro podria estar relacionada amb una possible diferencia en la seva
activitat in vivo. En la present tesi s’ha inclos un estudi comparatiu de
I'eficacia del posaconazole i el voriconazole en un model animal d'infec-
ci6 disseminada per C. krusei.

Com en el cas de C. glabrata, C. krusei té una capacitat molt limitada
de produir infeccions en ratolins, de manera que, per a poder desenvo-
lupar un model animal d’infeccié disseminada, va ser necessaria la uti-
litzaci6é d’inoculs molt alts i una pauta d’'immunosupressié molt severa.
En el nostre estudi, tot i que el posaconazole va demostrar una activitat
fungicida superior al voriconazole in vitro, I'eficacia d’ambdoés azoles va
ser similar a I'hora de millorar la supervivencia dels animals i de reduir
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la carrega fingica als organs diana. Aquests resultats han estat publicats
a la revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy (2009), 53: 3585-3588.

5.3 Candida dubliniensis. Equinocandines: in vitro i in vivo

L’efecte de creixement paradoxal en proves de sensibilitat in vitro als an-
tifingics es defineix com una reduccié de I'activitat del farmac que s’es-
ta provant, quan aquest s’aplica en altes concentracions, per sobre de les
CMLI, i s’obté una reducci6 del creixement a concentracions intermedies
i un creixement més important a concentracions més elevades. Una altra
alteraci6 en el creixement in vitro que s’observa en aquestes proves, co-
negut per I'anglicisme trailing effect, és ’aparicié d’un creixement redu-
it, perod constant, del fong a partir de certa concentracié de I'antifangic
que s’esta provant i que no disminueix a mesura que augmenta aquesta
concentracié. Ambdos efectes han estat descrits en proves de sensibilitat
in vitro, amb C. dubliniensis en preséncia d’equinocandines per a una
proporcid elevada de les soques estudiades (FLEISCHHACKER [et alii], 2008;
JacosseN [et alii], 2007).

L’especie C. dubliniensis és molt semblant a Candida albicans i es
va descriure fa relativament poc. Actualment, les dades cliniques i ex-
perimentals especifiques de que es disposa per a aquesta especie sén
escasses, especialment, pel que fa a I'efectivitat d'un grup tan nou d’an-
tifingics com sén les equinocandines. C. dubliniensis, en general, no es
considera resistent a les equinocandines i fins avui només s’ha descrit
un cas d’'una possible recaiguda en una infeccié causada per aquesta
espécie i tractada amb caspofungina (van HAL [et alii], 2008). Tot i aixo,
si tenim en compte les dades de queé es disposa sobre el seu comporta-
ment in vitro, sembla necessari obtenir més dades experimentals sobre
l'activitat d’aquest grup d’antiftngics sobre C. dubliniensis.

En un estudi inclos també en aquesta tesi, s’ha observat el compor-
tament in vitro de diverses soques de C. dubliniensis exposades a l’anidu-
lafungina, caspofungina o micafungina i s’ha mirat d’esbrinar si existeix
una relacié entre la preséncia de creixements anémals i una reduccié de
I'eficacia in vivo d’aquests antiftingics, en un model animal d’infeccié
disseminada en ratolins. A diferéncia dels resultats obtinguts en altres
estudis en queé es van observar creixements paradoxals en presencia de
caspofungina i micafungina per la majoria de soques de C. dubliniensis
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(JacosseN [et alii], 2007; FLEISCHHACKER |[et alii], 2008), en el nostre estudi
aquest efecte es va observar, principalment, en preséncia d’anidulafun-
gina i caspofungina i només en una de les soques assajades per la mi-
cafungina.

C. dubliniensis, a diferéncia de C. krusei o C. glabrata, presenta una
major viruléncia en ratolins, cosa que ens va permetre desenvolupar
un model d’infecci6é disseminada en animals immunocompetents, que
es va desenvolupar conjuntament amb un model d’infeccié en ratolins
immunocompromesos. En general, al nostre estudi, les tres equinocan-
dines van ser efectives a 'hora de reduir la mortalitat dels ratolins i
la carrega fingica als ronyons i la melsa d’aquests. La caspofungina,
pero, va demostrar ser igual d’efectiva reduint la carrega fingica als
ronyons a dosis més baixes que les altres dues equinocandines, en el cas
del model amb ratolins immunocompetents. En el model amb ratolins
immunodeprimits, la caspofugina també va ser més eficag que la resta,
emprant les mateixes dosis per als tres antiftingics. Aquests resultats es
poden explicar per les caracteristiques farmacodinamiques particulars
de la caspofungina, que la diferencien de les altres dues equinocandines
(Hajpu [et alii], 1997; ANDEs [et alii], 2008a, 2008b).

La presencia de creixements paradoxals als assajos in vitro no es
va poder relacionar amb una menor efectivitat d’aquest grup d’antiftin-
gics a 'hora de millorar la supervivencia i reduir la carrega fangica dels
organs diana en ratolins infectats amb C. dubliniensis, coincidint amb les
CMI, que van ser baixes i similars per a totes les soques assajades i per
les tres equinocandines. Els resultats d’aquest estudi es recullen en un
article que ha estat acceptat per a la seva publicaci6 a la revista Antimi-
crobial Agents and Chemotherapy (2009), doi:10.1128 / AAC.00980-09.

5.4 Candida tropicalis. Eficacia del posaconazole

Candida tropicalis és la tercera o quarta espeécie de Candida més frequient-
mentaillada en clinica (HAJjeH [et alii], 2004; PrALLER [et alii], 2007a). Aques-
ta especie ha demostrat ser especialment virulenta en pacients neutrope-
nics (Papras [et alii], 2009), produint una elevada taxa de mortalitat. La
virulencia de C. tropicalis s’ha demostrat també en models animals i és un
dels pocs membres del genere Candida capag de produir infeccions letals
en els ratolins immunocompetents (ARENDRUP [et alii], 2002).
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Les equinocandines, I'amfotericina B i el fluconazole sén els prin-
cipals tractaments recomanats per a les candidiasis invasives. Les tera-
pies empiriques d’eleccié acostumen a ser I'amfotericina B i les equino-
candines, que presenten pocs problemes de resistencies. Un cop fets els
tests in vitro i si no es detecta resistencia al fluconazole, es pot canviar el
tractament a aquest farmac per tal de reduir els costos o la toxicitat de la
terapia (SPANAKIS [et alii], 2006).

Els nous triazoles, el voriconazole i el posaconazole, presenten una
millor activitat envers Candida i és menys probable que presentin proble-
mes de resisténcia que el fluconazole. Durant els darrers anys s’ha estat
determinant el paper d’aquests dos nous antifiingics per al tractament
de la candidiasi. En el cas del voriconazole, s’ha demostrat en estudis
clinics que és tan efica¢ com I'administracié seqtiencial d’amfotericina
B i fluconazole per al tractament d’infeccions causades per les especies
més habituals de Candida (KULLBERG [ef alii], 2005). En els mateixos as-
saigs clinics, l'eficacia del voriconazole va ser, fins i tot, superior en el
cas d’infeccions causades per C. tropicalis (KULLBERG [et alii], 2005). Les
similituds existents amb el voriconazole fan del posaconazole un can-
didat obvi per a augmentar les opcions terapeutiques per al tractament
de les candidiasis invasives, pero encara calen més dades experimentals
que ho corroborin.

Per tal d’esbrinar les possibles aplicacions d’aquest farmac per al
tractament de les infeccions causades per Candida, s’ha realitzat un estu-
di, inclos en aquesta tesi, per comprovar I'eficacia del posaconazole en
un model experimental d’infeccié disseminada per C. tropicalis.

Amb la finalitat d'identificar soques amb diferents patrons de sen-
sibilitat al posaconazole, es van realitzar assaigs in vitro amb 17 soques
de C. tropicalis. Coincidint amb els resultats obtinguts en altres estudis
in vitro (ESPINEL-INGROFF [et alii], 2005), la majoria de soques del nostre
estudi van presentar unes CMI baixes per al posaconazole, amb I'tinica
excepcié d'una soca amb una CMI superior a 16 pg/ml. També es va
poder observar un efecte de trailing per a 16 de les 17 soques estudiades,
acompanyat d'unes CMF elevades; aquest efecte ja havia estat docu-
mentat previament per altres azoles com el fluconazole i I'itraconazole
(ARTHINGTON-SKAGGS et alii], 2002).
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En el nostre model animal, el posaconazole va demostrar ser efec-
tiu en el tractament de la infecci6 disseminada per C. tropicalis per a
totes les soques estudiades amb I'excepcié de la soca que va mostrar
una alta CMI per aquest farmac. La manca d’activitat fungicida del po-
saconazole envers C. tropicalis ha estat descrita préviament (S6cz6 [et
alii], 2007), perd, malgrat les altes CMF observades per a la majoria de
les soques assajades al nostre estudi (>16 pg/ml), el posaconazole, en
general, va ser efectiu a I'hora de millorar la supervivencia i reduir la
carrega fungica dels ratolins infectats.

Els nostres resultats indiquen que la manca d’activitat fungicida
del posaconazole observada per moltes soques de C. tropicals no és pre-
dictiva d’'una menor eficacia d’aquest farmac in vivo, i que només una
elevada CMI pot indicar una possible reduccié de 'efectivitat del posa-
conazole envers C. tropicalis. Els resultats d’aquest estudi es recullen en
un article que ha estat enviat a la revista Antimicrobial Agents and Che-
motherapy i es troba en procés de revisié per a ser publicat.

5.5 Noves formulacions d’amfotericina B

L’amfotericina B ha estat el farmac d’elecci6 per al tractament d’un am-
pli ventall d’infeccions fingiques des dels anys 50. Aquest farmac té un
ampli espectre antifingic i quasi no ha presentat resistencies al llarg del
temps. El principal inconvenient de la utilitzacié de I’amfotericina B és
la seva nefrotoxicitat, que limita forca les seves aplicacions. Per tal de
pal liar-ne els efectes adversos, s’han desenvolupat diferents formulaci-
ons tals com emulsions lipidiques (WAaLsH [et alii], 1998) o inclosa en li-
posomes (HIEMENZ [ef alii], 1996), entre d’altres menys emprades com en
forma de nanoparticules (Kayser [et alii], 2003) o sotmeses a tractaments
termics (KwoNg [ef alii], 2001). Actualment, les formulacions lipidiques
son acceptades com una alternativa menys toxica a la tradicional solucié
en desoxicolat. Tanmateix, els elevats costos de produccié d’aquestes
noves formulacions també en limiten 1'ts.

Durant els daltims anys s’han seguit desenvolupant noves formula-
cions d’amfotericina B menys toxiques, per exemple, canviant-ne I’estat
d’agregacié (SANCHEZ-BRUNETE ef [et alii], 2004b) o incloent-la en micro-
esferes d’albumina (TorraDO [et alii], 2005). Aquests dos metodes, a més
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de mitigar els efectes toxics de I'amfotericina B, presenten uns costos de
produccié molt reduits.

Com ja s’ha esmentat anteriorment, C. glabrata i C. tropicalis sén
dues de les especies de Candida que causen infeccions en humans de ma-
nera més freqiient (PFALLER [et alii], 2007a), per les quals I'amfotericina
B, juntament amb azoles i equinocandines, continua essent un dels trac-
taments recomanats. Pel que fa a 'eficacia de I'amfotericina B en com-
paracié amb les altres opcions terapéutiques, diversos estudis in vitro
han demostrat que una proporcié important de soques d’aquestes dues
espéecies presenten CMI i CMF més altes per als azoles que la majoria
d’especies del genere (Rusio [et alii] 2005; PFALLER [et alii] 2007b; Soczo
[et alii] 2007). I, d"altra banda, pel que fa a les equinocandines, a I'estudi
comparatiu sobre l'eficacia de diferents antifingics envers C. glabrata,
inclos en aquesta tesi, es va observar una eficacia lleugerament superior
de I'amfotericina B respecte a la micafungina.

Tenint en compte aquestes dades, es va considerar interessant ava-
luar l'eficacia de les dues noves formulacions d’amfotericina B, polia-
gregats i microesferes d’albamina, en models animals d’infeccié disse-
minada per C. glabrata i C. tropicalis. La formulaci6 dels poliagregats es
va assajar envers tres soques de C. glabrata ila de les microesferes envers
dues soques de C. glabrata i una de C. tropicalis.

Ambdues formulacions van aconseguir millorar la supervivencia
dels ratolins infectats de manera similar a dues de les formulacions co-
mercials de I'amfotericina B (desoxicolat i liposomica). Pel que fa a la
reduccié de la carrega fungica en organs, les noves formulacions van
demostrar una eficacia lleugerament inferior a la de les formulacions
comercials per la majoria de soques assajades.

Tot i que els resultats obtinguts no permeten considerar-les més
efectives, el fet que les noves formulacions es puguin administrar a do-
sis similars a I'amfotericina B liposomica i, fins i tot, a dosis més eleva-
des en el cas de les microesferes, sense mostrar problemes de toxicitat
(SANCHEZ-BRUNETE [et alii], 2004a) i obtenint uns resultats comparables
als obtinguts amb les dues formulacions comercials, ens permet consi-
derar els poliagregats i les microesferes d’amfotericina B dues opcions
viables a 'hora de desenvolupar futurs tractaments per les candidia-
sis disseminades. Els resultats de I'estudi realitzat amb els poliagregats
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d’amfotericina B van ser publicats a la revista Journal of Antimicrobial
Chemotherapy (2008), 61:880-883. Els resultats obtinguts amb la formu-
lacié de microesferes d’albamina han estat recollits en un article que ha
estat acceptat per a la seva publicaci6 a la revista International Journal of
Antimicrobial Agents (2009), doi:10.1016/j.jjantimicag.2009.07.005.

5.6 Itraconazole i micafungina: interaccions in vitro envers Can-
dida spp.

Fins ara, I'ts de l'itraconazole no ha tingut un paper important en el
tractament de les candidiasis invasives, com tampoc no I'han tingut les
combinacions d’antiftingics, que no han estat gaire estudiades. L’apari-
ci6 d"un nou grup d’antiftngics amb poca toxicitat i una diana d’accié
completament diferent com sén les equinocandines, obre un nou ventall
de possibilitats per a 'aplicacié de terapies combinades, fins i tot, amb
farmacs més antics com l'itraconazole. Ates I'increment de soques de
Candida spp. resistents als azoles que s’ha observat durant els dltims
anys (HAyeH [et alii], 2004), algunes de les quals multiresistents (WHITE
[et alii], 2002), I'ts d’aquestes combinacions pot ser ttil per a evitar o
reduir I'aparicié de més soques resistents als antifingics (GHANNOUM [et
alii], 1999).

Tenint en compte que no existeixen estudis previs sobre I’activitat
de la combinacié de la micafungina amb l'itraconazole envers Candi-
da spp. es va considerar interessant realitzar un estudi sobre l'activitat
d’aquests dos antiftiingics en combinacié envers 105 soques de C. albi-
cans, C. dubliniensis, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis i C. tropicalis.

L’elevat nombre d’interaccions sinergiques dels dos farmacs assa-
jats observades en el nostre estudi envers C. albicans contrasta amb els
resultats d’altres autors, que indiquen una activitat limitada de la com-
binacié de la micafungina amb els azoles, probablement, a causa de la
bona activitat in vitro d’aquesta equinocandina sola envers la majoria
d’especies de Candida (JoHNSON [et alii], 2004; HEYN [et alii], 2005).

El nostre estudi també va revelar algunes interaccions sinérgiques
d’ambdés farmacs davant de C. parapsilosis, que, generalment, mostra
unes CMI elevades per micafungina (CHANDRASEKAR [et alii], 2006) i tam-
bé envers C. dubliniensis, amb una reduccio significativa de la CMI de la
micafungina en combinacio. No es va observar cap interaccié antagonis-
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ta entre la micafungina i l'itraconazole per cap de les soques assajades.
Els resultats d’aquest estudi van ser publicats en la revista International
Journal of Antimicrobial Agents (2007), 30: 463-465.

5.7 Cladophialophora bantiana. Terapia combinada

Encara que la feohifomicosis és un tipus d’infeccié relativament rara,
la seva pobra resposta als tractaments antiftiingics fa de la millora de
les terapies actuals una necessitat imperativa (REVANKAR [et alii], 2004).
Tenint en compte la manca de dades cliniques, també aqui els models
animals poden ser una font d’informacié predictiva sobre I'eficacia de
nous tractaments (CLEMONS i STEVENS, 2006).

Per a determinar I'eficacia de diversos antiftingics i de les combi-
nacions d’aquests envers Cladophialophora bantiana, es van realitzar es-
tudis, també inclosos en la present tesi, en un model animal d’infeccié
disseminada causada per aquesta especie.

Coincidint amb estudis anteriors, els resultats obtinguts amb el
nostre model animal van demostrar la poca eficacia de I'amfotericina B
(DixoN [et alii], 1987) i la modesta activitat de la flucitosina aplicada a al-
tes dosis (Brock [et alii], 1973; DixoN [et alii], 1987) a 'hora de millorar la
supervivencia dels ratolins infectats amb C. bantiana. En el nostre estudi,
tant el voriconazole com la micafungina van ser incapagos d’augmentar
significativament la supervivencia dels animals. Pel que fa al posacona-
zole, els nostres resultats coincideixen amb els obtinguts per Al-Abdely
i col 1laboradors (2005), que van demostrar 1eficacia d’aquest antiftiingic
a I'hora de tractar aquest tipus d’infeccions en un model experimental.
Malgrat aixo, I'administracié de posaconazole, fins i tot, a dosis eleva-
des no va ser capag de protegir els ratolins per si sola.

Les dades experimentals de que es disposa sobre l'activitat del
posaconazole envers les infeccions que afecten el sistema nervids cen-
tral, indiquen que és capag de travessar la barrera hematoencefalica
(AL-ABDELY [et alii], 2005; Imar [et alii], 2006), la qual cosa fa d’aquest
farmac una opci6 interessant per al tractament d’infeccions causades
per C. bantiana. A 1'hora d’escollir els farmacs més adequats per assa-
jar terapies combinades amb el posaconazole, es va tenir en compte la
flucitosina per la seva activitat envers aquesta especie i per la bona dis-
tribuci6 al sistema nerviés central que presenta. Tot i la seva escassa
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eficacia in vivo administrada sola, la micafungina també es va incloure a
les terapies combinades assajades, ja que té certa activitat in vitro envers
C. bantiana (EsPINEL-INGROFF, 2003) i presenta un mecanisme d’acci6 dife-
rent al del posaconazole i la flucitosina, que la converteixen en una bona
candidata per a ser administrada en combinacié. El voriconazole, per la
seva similitud amb el posaconazole, també es va incloure als assajos de
terapies combinades.

L’administracié del voriconazole en combinacié amb la micafun-
gina o en triple combinacié amb aquesta i la flucitosina va augmentar
significativament el temps de supervivencia dels animals respecte del
control, pero no en comparacié amb les seves respectives monoterapies.

En el nostre estudi, I'administracié de posaconazole en combina-
ci6 amb la micafungina o la flucitosina va permetre prolongar la su-
pervivencia dels animals de manera significativa, perd no més que el
posaconazole sol. La triple combinacié d’aquests antifingics, pero, va
ser capag de prolongar la superviveéncia de manera significativa, fins i
tot, respecte a les monoterapies. Tot i aixo, cap d’aquests tractaments
va ser capag de resoldre la infecci6 i es va optar per augmentar la dura-
da de la terapia combinada de posaconazole, micafungina i flucitosina.
L’administracié d’aquests tres antifingics de manera conjunta durant
30 dies va permetre reduir a la meitat la mortalitat total dels ratolins. Els
resultats d’aquest estudi van ser publicats en la revista Medical Mycology
(2009), nam. 47, p. 45-49.
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6. Conclusions

6.1 Hem desenvolupat un model d’infeccié disseminada per Candida
glabrata en ratolins immunocompromesos, per tal d’avaluar I'eficacia de
nous tractaments antifingics.

Utilitzant aquest model, la micafungina, el fluconazole, I'amfoteri-
cina B i la flucitosina han demostrat una eficacia similar.

L’administracié combinada de micafungina i amfotericina B ha de-
mostrat una gran eficacia en aquest model experimental i podria cons-
tituir una alternativa factible als tractaments actuals per a les infeccions
disseminades causades per C. glabrata.

6.2 Hem desenvolupat un model d’infeccié disseminada per Candida
krusei en ratolins immunocompromesos per tal d’avaluar I'eficacia de
nous triazoles com el voriconazole i el posaconazole.

En aquest model, tant el voriconazole com el posaconazole han
demostrat una eficacia similar a la de I'amfotericina B.

L’ts del posaconazole podria esdevenir, en el futur, una terapia
alternativa a les recomanades actualment per al tractament d’infeccions
disseminades per C. krusei.

6.3 S'ha avaluat l'activitat in vitro de I'anidulafungina, la caspofungina
i la micafungina envers Candida dubliniensis i s"ha desenvolupat un mo-
del d’infecci6 disseminada per C. dubliniensis, tant en ratolins immuno-
competents com immunocompromesos, per tal d’avaluar-ne !'eficacia
in vivo.
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S’ha observat un creixement paradoxal per la majoria de soques en
presencia de caspofungina i anidulafungina, perd només per una soca
en preséncia de micafungina.

Les tres equinocandines han demostrat ser efectives reduint la car-
rega fungica als organs dels ratolins immunocompetents, aixi com redu-
int tant la mortalitat com la presencia de cel lules fingiques als organs
diana dels ratolins immunocompromesos.

Les dades obtingudes no permeten relacionar l'aparici6é d’efectes
paradoxals de creixement in vitro amb una reduccié de I'efectivitat in
vivo envers C. dubliniensis per les equinocandines.

6.4 Hem avaluat l'activitat in vitro i I'eficacia in vivo del posaconazole
envers diverses soques de C. tropicalis.

El posaconazole ha estat efectiu a 'hora de millorar la supervi-
vencia i reduir la carrega fiingica en organs per la majoria de les soques
assajades.

En el futur, el posaconazole podria constituir una alternativa eficag
als tractaments actuals per a infeccions disseminades per C. tropicalis.

6.5 Hem avaluat I'efectivitat in vivo de dues noves formulacions d’amfo-
tericina B, envers tres soques de Candida glabrata i una de C. tropicalis, en
un model animal d’infecci6é disseminada.

La nova formulaci6 de poliagregats d’amfotericina B ha demostrat
una eficacia similar a la de dues de les formulacions comercials més usa-
des, en un model experimental d'infeccié disseminada per C. glabrata i
constitueix una prometedora opcié que cal tenir en compte a ’hora de
desenvolupar nous tractaments per a les candidiasis.

La nova formulacié de microesferes d’amfotericina B ha demostrat
una eficacia similar a la de dues de les formulacions comercials més usa-
des en dos models experimentals d’infeccié disseminada per C. glabrata
i per C. tropicalis.

Els bons resultats obtinguts i el seu cost de produccié reduit fan
d’aquestes noves formulacions un opcié mereixedora de nous estudis
per tal de determinar el seu paper en el desenvolupament de nous trac-
taments envers les infeccions causades per Candida spp.



6.6 Hem avaluat l'activitat in vitro de la micafungina i l'itraconazole,
aixi com la interaccié d’ambdés farmacs envers sis espécies del génere
Candida.

La combinacié de micafungina i itraconazole ha demostrat una
bona activitat in vitro envers Candida albicans, interactuant de manera
sinergica davant de la meitat de soques assajades d’aquesta especie.

No s’ha observat un comportament antagonista de la micafungina
ilitraconazole envers cap de les especies de Candida assajades.

6.7 S"ha desenvolupat un model d’infecci6é disseminada per Cladophia-
lophora bantiana en ratolins immunocompetents, per tal d’avaluar I'efica-
cia de nous tractaments antifingics.

De tots els antifingics que han estat administrats com a monotera-
pies, només el posaconazole i la flucitosina han estat capagos de millorar
el temps de supervivencia dels animals infectats amb C. bantiana.

La triple combinacié de posaconazole, micafungina i flucitosina ha
millorat de manera notable el temps de supervivencia dels animals in-
fectats amb C. bantiana.

La terapia combinada amb posaconazole, micafungina i flucitosi-
na ha demostrat tenir un gran potencial per tal de desenvolupar, en el
futur, terapies efectives per al tractament d’infeccions causades per C.
bantiana.
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Elsestudisinclososala presenttesis’han centraten el desenvolupament
de noves terapies antifungiques per a infeccions causades per diverses
especies de Candida i per Cladophialophora bantiana.




