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The Sensititre YeastOne antifungal panel was used to test 49 dermatophytes belonging to the species
Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum, Microsporum canis, Trichophyton tonsurans, Trichophyton
rubrum, and Trichophyton mentagrophytes. The MICs of four antifungals obtained with the Sensititre YeastOne
antifungal panel were compared with those obtained by the reference NCCLS microdilution method. The levels
of agreement between the two methods (=2 dilutions) were 81.6% with amphotericin B, 87.7% with itracon-
azole, 67.3% with fluconazole, and 69.4% with ketoconazole.

Infections caused by dermatophytes are probably the most
common communicable fungal diseases affecting humans. Al-
though a wide variety of both topically and systemically admin-
istered compounds with activities against these fungi are avail-
able, some of these infections are still difficult to resolve
completely and remissions and relapses are often observed (3,
9). Remissions and relapses are more likely due to the inability
of the antifungal drug to penetrate the site of infection rather
than to the intrinsic resistance of the fungus. In recent years
there has been growing interest in the development of a ref-
erence method for in vitro antifungal susceptibility testing of
dermatophytes. The studies that have been described in the
literature (1, 8, 11, 12, 14) are based on slight modifications of
the broth macro- and microdilution techniques for molds rec-
ommended by the NCCLS (document M38-P) (13). However,
these methods may not be the most practical procedures for
use in the routine clinical laboratory, mainly due to the need
for the subjective determination of endpoints.

The addition of an oxidation-reduction colorimetric indica-
tor, such as Alamar Blue, which changes from blue to red in
the presence of metabolically active growing organisms, has
been shown to facilitate the reading of MIC endpoints (4, 7)
and could be an alternative to broth macro- and microdilution
techniques for molds for use in a general laboratory. The
Sensititre YeastOne Colorimetric Antifungal panel (Trek Di-
agnostic Systems Ltd., East Grinstead, United Kingdom) is a
commercial microdilution plate that is already available and
that contains dried serial dilutions of five antifungal agents
(amphotericin B, flucytosine, fluconazole, itraconazole, and
ketoconazole) in a diluent with Alamar Blue. The aim of this
study was to compare the in vitro activities of four antifungals
both by tests with the Sensititre YeastOne panel and by an
adaptation of the NCCLS broth microdilution method, per-
formed independently.

Sensititre method. The Sensititre YeastOne test panels were
provided by IZASA S.A. (Barcelona, Spain). A total of 49
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clinical isolates belonging to six of the most common species of
dermatophytes were tested (Table 1). Paecilomyces variotii
ATCC 36257 was included as a reference strain. The fungi
were subcultured on potato dextrose agar, and stock inoculum
suspensions were prepared according to the recommendations
of the NCCLS (13). This suspension was then adjusted with a
spectrophotometer to 65 to 70% transmittance for dermato-
phytes and to 74 to 76% transmittance for P. variotii at a
wavelength of 530 nm. The working suspension was made by
dilution of the suspensions 1:100 in RPMI 1640 to produce the
final test concentration of the inoculum. Aliquots of 100 wl of
the diluted suspension were inoculated into the wells with
antifungals and the growth control well (containing only di-
luent and colorimetric indicator) with a multichannel pipette.
The concentrations of the amphotericin B, itraconazole, and
ketoconazole dilutions ranged from 0.008 to 16 pg/ml, and the
concentrations of the fluconazole dilutions ranged from 0.12 to
256 pg/ml. Flucytosine was not evaluated, as in previous stud-
ies the MICs of this drug for these fungi were very high. The
panels were incubated at 28°C until a change in color from blue
(indicative of no growth) to red (indicative of growth) was
observed in the growth control well. The MIC of amphotericin
B was defined as the lowest drug concentration which pre-
vented the development of a red color (the first blue well). For
the rest of the antifungals tested, the same criterion was ap-
plied, but when a purple color remained during a change from
red to blue (indicative of partial growth inhibition), the MIC
was defined as the lowest drug concentration which resulted in
a purple color.

Broth microdilution method. The broth microdilution
method described previously (8) was an adaptation of the
method recommended by the NCCLS (13) for the testing of
dermatophytes. The inoculum was prepared and standardized
spectrophotometrically as described above for the method with
the Sensititre YeastOne panel. Eleven dilutions of each drug
were tested, i.e., concentrations of 0.01 to 16 pg/ml for am-
photericin B, itraconazole, and ketoconazole and concentra-
tions of 0.12 to 128 wg/ml for fluconazole. The microdilution
plates were incubated at 28°C. The amphotericin B MIC was
defined as the lowest drug concentration at which there was no
growth. The azole MICs were defined as the lowest drug con-
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TABLE 1. Agreement between MICs of four antifungals for 49 strains of dermatophytes obtained with the Sensititre YeastOne panel and a
microdilution method

MIC (j.g/ml) range

No. of isolates for which MICs determined
with the Sensititre YeastOne panel differed

Species Antifungal from MICs determined by microdilution b
(no. of strains tested) agent” method by the following dilution: % Agreement
Sensititre YeastOne panel ~ Microdilution method <-2 -2 -1 0 +1 +2 >+2
E. flocossum (8) AMB 0.12-0.5 0.03-1 0 0 2 2 1 2 1 87.5
FLC 0.5-32 0.25-64 1 0 2 2 1 1 1 75
ITC = 0.008-0.06 =0.01-0.5 1 0 4 1 2 0 0 87.5
KTC = 0.008-0.25 0.03-2 2 1 1 1 1 0 2 50
M. canis (8) AMB 0.25-2 0.25-8 1 0 1 4 0 2 0 87.5
FLC 8-64 0.5-16 0 0 0 2 1 3 2 75
ITC 0.01-0.12 0.03-0.12 0 1 3 1 2 1 0 100
KTC 0.25-0.5 0.06-0.25 0 0 0 0 5 1 2 75
M. gypseum (9) AMB 2-8 0.12-8 0 1 0 0 2 0 6 333
FLC 1-64 8-32 1 2 1 2 2 1 0 88.9
ITC = 0.008-0.25 0.03-0.25 0 2 0 4 3 0 0 100
KTC 0.06-1 0.12-2 1 1 3 1 3 0 0 88.8
T. mentagrophytes (8) AMB 0.12-1 0.25-0.5 0 1 0 4 30 0 100
FLC 4-64 8-128 4 0 2 1 0 1 0 50
ITC 0.01-0.12 0.03-0.5 3 2 0 3 0 0 0 62.5
KTC 0.03-1 0.12-2 2 1 2 2 0 1 0 75
T. rubrum (8) AMB 0.25-1 0.12-1 0 0 2 2 3 1 0 100
FLC 0.25-64 4-8 3 1 0 0 1 1 2 375
ITC = 0.008-0.25 =0.01-1 1 3 1 1 1 0 1 75
KTC = 0.008-2 0.5-2 4 0 3 0 0 1 0 50
T. tonsurans (8) AMB 0.12-1 0.25-1 1 1 2 2 2 0 0 87.5
FLC 1-32 =0.12-64 0 2 1 1 1 1 2 75
ITC = 0.008-0.06 = 0.01-0.03 0 1 2 3 1 1 0 100
KTC = 0.008-0.12 0.06-0.5 2 3 3 0 0 0 0 75
Overall (49) AMB 0.012-8 0.03-8 2 3 7 14 11 5 7 81.6
FLC 0.25-64 =0.12-128 9 5 6 8 6 8 7 67.3
ITC = 0.008-0.25 =0.01-1 5 9 10 13 9 2 1 87.7
KTC = 0.008-2 0.03-2 11 6 12 4 9 3 4 69.4

“ AMB, amphotericin B; FLC, fluconazole; ITC, itraconazole; KTC, ketoconazole.
b Percent agreement defined as discrepancies in MIC endpoints of no more than 2 dilutions.

centrations which produced a =50% reduction in growth com-
pared to the growth of the corresponding growth control. Dif-
ferences in MICs of no more than 2 dilutions between the two
methods were used to calculate the percent agreement.

The majority of the isolates tested by the colorimetric
method produced detectable growth (a red color in the growth
control well) between 72 and 96 h of incubation. The change of
color in the growth control well was observed early, i.e., after
48 h of incubation, in only five of the isolates (two strains of
Trichophyton mentagrophytes and one strain each of the species
Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum, and Tricho-
phyton tonsurans). In another two isolates (one isolate each of
T. tonsurans and Microsporum canis), the color changed after 5
and 6 days, respectively. MICs were determined by the broth
microdilution method after 4 days of incubation for all isolates
of Microsporum gypseum and T. mentagrophytes and after 7
days of incubation for the rest of the isolates tested.

The overall levels of agreement between the results of the
two methods were 81.6% with amphotericin B, 87.7% with
itraconazole, 67.3% with fluconazole, and 69.4% with ketocon-
azole. Variabilities in the levels of agreement were observed

and depended on the species and antifungal tested (Table 1).
Agreements of 100% were observed for M. canis, M. gypseum,
and T. tonsurans with itraconazole and for 7. mentagrophytes
and T. rubrum with amphotericin B. The lowest levels of agree-
ment were observed for M. gypseum with amphotericin B
(33.3%), for E. floccosum with ketoconazole (50%), for T.
mentagrophytes with fluconazole (50%) and itraconazole
(62.5%), and for T. rubrum with fluconazole (37.5%) and ke-
toconazole (50%).

The reference strain was tested six times by each method
with each drug on different days, and the results were highly
reproducible. The modal MICs obtained with the Sensititre
YeastOne panel and by the microdilution method were iden-
tical for amphotericin B (0.25 pwg/ml) and fluconazole (4 g/
ml) but differed by 1 dilution for itraconazole (0.06 and 0.03
pg/ml, respectively) and 2 dilutions for ketoconazole (0.03 and
0.12 pg/ml, respectively).

In recent years the usefulness of Alamar Blue and the Sen-
sititre YeastOne panel have been repeatedly evaluated for the
testing of yeasts, with good correlations with the reference
macro- and microdilution methods (2, 6, 7, 15-20; L. Alcala, T.
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Pelaez, M. S. Diaz-Infantes, and M. Marin, Abstr. 40th Inter-
sci. Conf. Antimicrob. Agents Chemother., abstr. 925, p. 366,
2000). In contrast, colorimetric methods for susceptibility test-
ing of filamentous fungi have rarely been used, and the results
have been controversial (4, 10; J. Meletiadis, B. A. Bouman,
J. W. Mouton, and J. F. G. Meis, Abstr. 40th Intersci. Conf.
Antimicrob. Agents Chemother., abstr. 211, p. 355, 2000).

In this study, we have shown greater than 80% concordances
between the results of the standard method and a method with
a commercial product for determination of the susceptibilities
of dermatophytes to amphotericin B and itraconazole; the con-
cordance rates were 67 and 69% in tests with fluconazole and
ketoconazole, respectively. There are two possible reasons for
the low levels of correlation between the two methods: (i) the
small number of strains of each taxon tested and (ii) difficulty
obtaining standardized inocula with the dermatophytes, mainly
those with low levels of sporulation or high levels of pleomor-
phism, such as E. floccosum and T. rubrum. In general, we
observed profuse sporulation with potato dextrose agar, the
medium recommended by the NCCLS (13). Other investiga-
tors have successfully used other media such as oatmeal or rice
agar (11). A third possible reason for the low levels of corre-
lation between the two methods may be the effect of the incu-
bation temperature on susceptibility. It has previously been
reported that there is no observable difference in the amount
of growth in microdilution tests at incubation temperatures of
30 and 35°C (14). However, in establishing the parameters for
our study, we chose an incubation temperature of 28°C. We
discovered that at this temperature the MICs were more highly
reproducible between test runs and that, when the isolates
were grown on solid media, had more typical growth and mor-
phology. On the basis of the preliminary results that we have
obtained, it appears that a large multicenter study for stan-
dardization of dermatophyte susceptibility testing is warranted.
The two most noticeable shortcomings in the use of Alamar
Blue for antifungal susceptibility testing were, first, its low level
of stability after long incubation periods, which can be an
inconvenience for the testing of slowly growing organisms.
Although in our study practically all isolates tested provided
detectable growth within the first 4 days of incubation, we
observed that the color of the majority of the noninoculated
wells had changed after 7 days of incubation (data not shown).
Second, up to now the commercial product (the Sensititre
YeastOne panel) has not included some of the antifungals
commonly used in the treatment of infections caused by der-
matophytes, such as griseofulvin, terbinafine, and clotrimazole.
On the positive side, the MICs were easier to read and inter-
pretation of the MICs was more objective, although the eval-
uation of partial inhibition (purple color) in tests with the
azoles still requires some subjective interpretation. Another
important advantage is that in this colorimetric method the test
endpoint is not growth but metabolic inhibition. Use of this
endpoint therefore reduces the incubation time of the test, as
seen by other investigators for yeasts (5, 17). In this study, we
observed that use of the Sensititre YeastOne panel allowed
faster determination of MIC endpoints than the microdilution
method for the majority of the isolates tested. Finally, this
commercial colorimetric method has additional advantages:
the test panel contains dried serial dilutions of drugs with the
colorimetric indicator ready to use and can be stored at room
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temperature, and no special equipment is needed to perform
the procedure. All these aspects make the product especially
useful for a busy clinical laboratory. However, until a reference
method with a high predictive value for testing the suscepti-
bilities of dermatophytes is developed, the real usefulness of
the Sensititre YeastOne panel cannot be proven.

We thank IZASA S.A. for supplying the Sensititre YeastOne mi-
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We tested the efficacy of micafungin (FK) alone or in combination with other antifungals against systemic
murine aspergillosis. FK alone at 10 mg/kg of body weight/dose prolonged survival (P = 0.01) and reduced CFU
in the brain and kidney. Combination therapy that used suboptimal FK with amphotericin B or itraconazole
prolonged survival. Although no survivors were free of infection, no antagonism was seen. Nikkomycin Z with
FK showed significantly greater potency (P < 0.01) than either alone.

With the continued rise in the number of fungal infections,
particularly in immunocompromised patients, there remains a
critical need for improved therapeutic agents (3-5, 8). Micaf-
ungin (FK463; Fujisawa) is of the echinocandin class of anti-
fungals (7, 9, 14, 23). The mode of action is the inhibition of
beta-glucan synthesis in the cell wall. This compound has been
reported to have both in vitro and in vivo activity, primarily
against Candida spp. and Aspergillus spp. (14, 16-19, 22-24),
which is similar to the profiles of activity of other echinocan-
dins (9, 25). As has been shown in studies that used anidula-
fungin (20), in vitro micafungin acts in synergy with nikkomy-
cin Z, an inhibitor of chitin synthesis (1).

Micafungin (FK) is efficacious in murine models of candido-
sis and aspergillosis in immunosuppressed murine models (14,
16, 17) and is effective prophylactically against Prneumocystis
carinii (15). In light of the in vitro data showing synergistic
activity (1) and studies indicating synergy between cilofungin
and conventional amphotericin B (AMB) against systemic as-
pergillosis (6, 11), the aim of the present studies was to exam-
ine the efficacy of micafungin alone or in combination with
other agents in a model of systemic aspergillosis by using non-
immunosuppressed mice.

Systemic aspergillosis model. Murine models of systemic
aspergillosis were established in 7-week-old female CD-1 mice
(Charles River Laboratories, Wilmington, Del.) by intravenous
(i.v.) inoculation of Aspergillus fumigatus 10AF conidia (2, 6,
10, 11). In the initial study, mice (mean weight of 24.9 g) were
infected with 8 X 10° conidia. For the combination therapy
study, mice (mean weight of 26.4 g) were infected with 6.7 X
10° conidia.

Dose escalation study treatments. The initial study deter-
mined the efficacy of FK (Fujisawa Healthcare, Inc., Deerfield,
I11.) as sole therapy. Groups of 10 mice received no treatment
(untreated controls), saline (FK diluent), or FK in saline at 1,
3, or 10 mg/kg of body weight/dose given subcutaneously (s.c.)
twice daily for 12 days and beginning 1 day after infection.
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Diseases, Santa Clara Valley Medical Center, 751 South Bascom Ave.,
San Jose, CA 95128-2699. Phone: (408) 998-4557. Fax: (408) 998-2723.
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Combination therapy study. The efficacy of FK in combina-
tion with other antifungal therapeutic agents also was assessed.
Therapy began 1 day postinfection and continued for 12 days.
Groups of 10 animals were given no treatment, 3 mg/kg/dose of
FK in sterile saline given s.c. twice daily, 0.8 mg/kg of AMB
(PharmaTek, Inc., Huntington, N.Y.) given i.v. once daily in
sterile 5% dextrose, 100 mg of itraconazole (ICZ)/kg in 2-hy-
droxypropyl-B-cyclodextrin (12, 13) given orally once daily, 200
mg of nikkomycin Z (NIK)/kg (provided by Richard F. Hector)
given s.c. once daily in dimethylsulfoxide (DMSO):polyethyl-
ene glycol 200 (10% [vol/vol] DMSO), or a combination of FK
with one of the other three drugs.

Deaths were tallied through day 17 postinfection, all surviv-
ing mice were euthanatized by CO, asphyxia, and the number
of CFU in the brains and kidneys was determined (2, 6, 10, 11).

Statistical evaluation of survival was done by using a log rank
test, and comparison of CFU was done with a Mann-Whitney
U test. For the comparison of CFU, a value of log,, 5 was
assigned to data points missing due to the death of the animal.
This value approximates the CFU in an organ just prior to
death and allows for the nonparametric comparison of CFU in
the organs between groups.

In vitro activity. In vitro studies were done by using a pre-
viously described method (21) to determine activities against
the strain of A. fumigatus 10AF used in these studies. FK had
a MIC and minimal fungicidal concentration (MFC) of >16
pg/ml, AMB had a MIC and MFC of 1 pg/ml, and ITZ had a
MIC and MFC of 1.56 and 3.13 pg/ml, respectively. The MIC
and MFC of NIK has been reported previously as 800 pg/ml
(20).

FK alone in vivo. The cumulative mortality of FK alone in
vivo is presented in Fig. 1. The first deaths occurred at day 4
postinfection, with 70 and 80% of the control mice succumbing
to infection. Fewer mice treated with FK died of infection. By
a log rank test, only FK at 10 mg/kg/dose significantly pro-
longed survival compared to that with no treatment (P =
0.011) or saline treatment (P = 0.046). No other comparisons
were significant.

The CFU recovered from the organs of surviving mice
showed that animals given FK had 30- to 50-fold lower fungal
burdens in the kidneys (log,, geometric mean of 1.3 to 1.5 for
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FIG. 1. Cumulative mortality of mice infected systemically with A.
fumigatus given one of the indicated treatments. All treatments began
on day 1 postinfection and continued for 12 days. Treatments were
twice daily at the dosage (milligrams per kilogram) indicated. An
asterisk indicates a P value of 0.011 versus untreated controls and a P
value of 0.046 versus diluent controls. No other comparisons were
significant at the P = 0.05 level.

treated mice versus a log;, geometric mean of 3.1 for surviving
untreated controls), the target organ, than did surviving con-
trols. However, no animals were free of detectable infection in
the kidneys. Statistical comparisons showed that only FK at 10
mg/kg/dose was significantly efficacious (for brain, P = 0.027
versus untreated; for kidney, P = 0.013 versus untreated and P
= 0.038 versus saline controls).

FK combination therapy. The design of the FK combination
therapy was to determine whether FK given in combination
with AMB, ICZ, or NIK showed improved therapeutic activity.
FK was deliberately used at a suboptimal dosage of 3 mg/kg/
dose, whereas AMB and ICZ regimens may have been closer
to their optima. Mice in the control group began to succumb to
infection on day 2, with most deaths occurring between days 4
and 8 (Fig. 2). Only those treated with FK or NIK alone had
significant mortality. Eighty to 100% of mice given AMB, ICZ,
or one of the combination regimens survived (P = 0.0001
versus controls). The 3 mg/kg/dose of FK alone showed a trend
toward efficacy (P = 0.057), similar to the results of the initial
study reported here. Statistically there were no differences
among AMB, ICZ, or any of the combinations (P > 0.05).
Because of the high survival percentage of mice receiving
AMB or ICZ alone, no significant survival advantage could be
demonstrated with the addition of FK. The combination of FK
and NIK significantly improved efficacy in prolonging survival
versus either drug given alone (P = 0.0012 and 0.0003, respec-
tively).

We obtained similar results in comparing the number of
CFU recovered from the brains and kidneys of surviving mice.
No animal in any treatment regimen cleared kidney infection,
whereas some animals in all groups cleared the cerebral infec-
tion (Fig. 3). This clearance was greatest in ICZ-treated ani-
mals (7 of 10) and FK-plus-ICZ-treated animals (8 of 10). Four
or fewer animals were free of infection in the brain in other
regimens. Although not significantly different from results with
ICZ alone, animals given the combination of FK and ICZ
carried the lowest mean burdens in the brain. FK plus NIK
showed significant efficacy over either drug alone (P = 0.023
and 0.004, respectively).
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FIG. 2. Cumulative mortality of mice infected systemically with A.
fumigatus given one of the indicated treatments. All treatments began
on day 1 postinfection and continued for 12 days. (A) Treatments with
FK and AMB. (B) Treatments with FK and ICZ. (C) Treatments with
FK and NIK. BID, twice daily; QD, once a day.

Although no treated animals were free of infection in the
kidneys, efficacy was exhibited by the combination regimens as
well as AMB or ICZ alone (Fig. 3). FK and NIK in combina-
tion showed significant efficacy (P = 0.0007 and 0.0002 versus
FK or NIK alone), whereas neither ICZ nor AMB in combi-
nation with FK caused a significant improvement in clearing
infection from the kidneys over sole treatment. It should be
noted that the combination of FK and ICZ did cause a reduc-
tion of CFU that approached significance compared to reduc-
tion of CFU with ICZ alone (P = 0.0588). A higher dosage of
FK might further improve the regimen.

These results demonstrate that FK has therapeutic efficacy
against systemic aspergillosis in nonimmunosuppressed ani-
mals, corroborating results of previous studies on immunosup-
pressed animals (14). Our results do differ from those of pre-
vious studies somewhat in that we achieved significant efficacy
by FK alone at about a 20-fold higher daily dosages than those
previously reported effective (14). This may be due to our
route of FK administration (s.c. rather than iv.) (14) and the
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FIG. 3. Scattergram of the CFU recovered from the brains and
kidneys of surviving mice in the combination therapy study. Animals
succumbing to infection were assigned a log,, value of 5 for each
organ, and organs with no detectable infection were assigned a log,,,
value of 0. The bar represents the median value for the group. No
surviving mouse was free of infection in both organs.

substantially larger inoculum used in our system (ca. 40- to
200-fold higher in our studies).

From the dose escalation data, we determined that 3 mg of
FK per kg of body weight would be a suboptimal dose to be
used in the combination therapy study, chosen to allow for the
demonstration of improved efficacy. Overall, a significant im-
provement in efficacy between FK and NIK was found in our
study, which correlates well with results from in vitro studies
(1). The effectiveness of AMB or ICZ alone did not allow for
the demonstration of significant enhancement in prolonging
survival by the combinations. Previous studies found signifi-
cantly improved efficacy in the model that used a combination

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

of AMB and cilofungin (6). The difference in our present study
showing no improved efficacy may be the change to daily i.v.
dosing of AMB rather than intraperitoneal dosing every other
day. In spite of the efficacy of AMB or ICZ alone, neither in
combination with FK showed any significant improvement in
the reduction of CFU, particularly in the kidneys, nor did these
combinations cure any animals of infection from both organs.
No antagonism was observed with the FK plus AMB or FK
plus ICZ combinations. Cure by combination regimens might
have been seen with a higher dosage of FK. Regardless, these
results indicate than FK has efficacy against systemic aspergil-
losis when given in combination with ICZ, AMB, or NIK.
Additional studies to determine optimal treatment regimens
that might potentially result in cures are warranted.

These studies were funded in part by a grant from Fujisawa Inc.
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Central nervous system (CNS) Aspergillus infection has a mortality rate in humans that
approaches 95%. Because no animal models are available for studying this infection, we sought
to develop a murine model of CNS aspergillosis. Inconsistent data were obtained for non-
immunosuppressed CD-1, C57BL/6, and DBA/2N mice after infection by midline intracranial
injection of Aspergillus fumigatus. CD-1 mice given cyclophosphamide to produce immuno-
suppression had continuous pancytopenia. Dose-finding studies in CD-1 mice showed that
infection with 5 X 10° conidia/mouse consistently caused 100% mortality by day 5-8; no mice
died before day 3. Histologic examination of samples of brain tissue showed focal abscesses
containing Aspergillus hyphae. Fungus burdens in brain were higher than those in other
organs, although Aspergillus disseminated to the kidneys and the spleen. The model we es-
tablished provides an opportunity to study immune responses to and therapeutic options for
CNS disease in an immunologically defined, genetically manipulable, and inexpensive species.

Infections caused by Aspergillus species have become more
and more common over the last several decades [1]. This is
thought to be the result of increases in the numbers of immu-
nocompromised patients (i.e., patients receiving chemotherapy
with cytotoxic agents and patients receiving immunosuppressive
therapy in conjunction with bone marrow and solid-organ trans-
plantation or stem cell replacement), as well as to the improved
survival of patients with AIDS.

The central nervous system (CNS) is the most common site
of hematogenous dissemination of Aspergillus from the respi-
ratory tract. The mortality rate associated with CNS aspergil-
losis in humans, despite the availability of antifungal therapy,
approaches 95% [2]. There is clearly a need to evaluate better
treatment strategies to improve clinical outcomes for the grow-
ing number of patients with such infections.
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To this end, we have developed a murine model of CNS
aspergillosis. To model this disease in mice, we sought 100%
mortality, so that no animal would have insufficient progression
of disease and resolution. However, rapid mortality was not
desirable, because of the need for sufficient time for evaluation
of potentially useful therapeutic interventions. Given these fac-
tors, we attempted to develop a model in which 100% mortality
would occur over the course of several days.

Materials and Methods

Preparation of the inocula.  Aspergillus fumigatus, strain AF-
10, which was cultured from a patient with pulmonary aspergillosis
and stored at the California Institute for Medical Research (San
Jose), was used for all experiments. The isolate was incubated on
potato dextrose agar (PDA) plates at 35°C for 48 h and allowed
to form conidia. The conidia were harvested in 0.05% (vol/vol)
Tween 80 in saline and filtered through several layers of sterile
gauze to remove large clumps and hyphal fragments. The conidial
suspension was stored at 4°C and used within 1 month. Three days
before infection, serial dilutions of the conidial suspension were
made and placed on PDA plates. The colonies were counted 1 day
before infection. The number of colony-forming units in the co-
nidial suspension was determined, and appropriate dilutions were
made to achieve the desired inoculum. The final suspension was
diluted with 0.05% Tween 80 and saline so that the desired number
of conidia would be available in a final volume of 50 uL.

Mice. Five-week-old male CD-1, C57BL/6, and DBA/2N mice
were purchased from Charles River Laboratories. Mice were in-
fected within 3 days of arrival. On the day of infection, CD-1 and
C57BL/6 mice had an average weight of 25 g, and DBA/2N mice
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had an average weight of 18 g. All animals were housed in groups
of 5 mice per cage and provided sterilized food and acidified water
ad libitum. Groups consisted of 10 mice in all experiments.

Infection.  Mice were anesthetized by inhalation of methoxy-
flurane vapors. The appropriate number of conidia in a volume of
50 uL of 0.05% Tween 80 and saline were inoculated intracerebrally
at a point midline on the cranium, 4-5 mm posterior to the eyes.
A 27-gauge disposable needle was used to deliver the inoculum to
a depth of 2-3 mm. Mice were fully recovered within 5 min of the
procedure, and no deaths resulted from the inoculation procedure.

Immunosuppression.  Mice were given cyclophosphamide intra-
peritoneally (ip) at 200 mg/kg. The first dose was given 2-3 days
before the infection. The time between additional doses was eval-
uated to determine an optimal immunosuppressive regimen. Mice
received a minimum of 2 doses in each experiment.

Peripheral white blood cell (WBC) counts.  Samples of 100 uL.
of blood from the tail vein were obtained in subsets of mice at
multiple time points after administration of cyclophosphamide. A
determination of total WBC count was done by hemacytometer
counting to assess the level of immunosuppression. In addition,
blood smears were stained with Giemsa stain, and WBC types were
determined.

Survival studies.  Cages were inspected twice daily. All animals
were observed for a total of 15 days after infection. Mice that survived
to day 15 were euthanized; CO, vapor was used to produce anoxia.

Fungal cultures and histopathologic examination.  Mice were
euthanized 1 or 3 days after infection with Aspergillus. Brain spec-
imens used for histopathologic examination were fixed in 10% neu-
tral buffered formalin and processed for paraffin embedment. Eval-
uations were done on sections stained with hematoxylin-eosin and
periodic acid-Schiff stain. Organs used for fungal culture were
removed using a sterile technique and mechanically homogenized
in sterile saline with a Tissumizer (Tekmar). Homogenates were
further diluted in saline and quantitatively cultured on Sabouraud
dextrose agar plates with 50 mg/L of chloramphenicol, and plates
were incubated at 35°C for 48 h. Colonies appearing on plates were
counted to determine the fungus burdens remaining in the organ.
Plates containing no colonies were kept for 5 days before they were
discarded.

Statistical analysis.  Survival was analyzed with the Mantel-
Haenszel log-rank test, using GraphPad Prism software (version
3.00 for Windows). Fungus burden values were converted to log,,
colony-forming units, and those data were compared using the
Mann-Whitney U test.

Results

Inoculation studies in nonimmunosuppressed mice. ~ Non-
immunosuppressed CD-1 mice were highly resistant to infection
by intracerebral inoculation of Aspergillus conidia. Survival
among CD-1 mice was >60% with inocula <10’ conidia/mouse.
The highest inoculum, 5 X 107 conidia/mouse, produced death
in all animals by day 2. In repeated experiments, all inocula
proved to be lethal in <50% of the mice or to be lethal to 100%
of the mice in the first 2 days. Similar dose-finding studies were
performed with 2 inbred strains of mice: C57BL/6 and DBA/
2N. The results of the inoculum studies in C57BL/6 were similar
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to the results for nonimmunosuppressed CD-1 mice. In re-
peated experiments, infection produced rapid mortality at high
inocula and minimal mortality at all lower inocula. Similar
results were found for DBA/2N mice, although these mice were
slightly more susceptible to infection (data not shown).

Effect of immunosuppression on CD-1 mice. The total WBC
and differential cell counts for CD-1 mice were determined to
assess the effects of different regimens of cyclophosphamide.
The total peripheral WBC counts for a period of 15 days in
uninfected mice that were given cyclophosphamide at 200 mg/
kg every 5 days were determined. WBC counts remained below
the normal range (6 X 10°~15 X 10° cells/mm?®) beginning 2 days
after administration of the first dose of cyclophosphamide.
Neutrophil counts were <100 cells/mm?® within 3 days of ad-
ministration of the first dose of cyclophosphamide and re-
mained <100 cellsy/mm® throughout the experimental period
when the drug was given every 5 days.

Intracerebral infection of immunosuppressed CD-1 mice.
Immunosuppressed CD-1 mice demonstrated a dose response
to intracerebral infection with A4. fumigatus conidia 2 days after
the first dose of cyclophosphamide. Figure 14 shows represen-
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Figure 1. Survival curves for immunosuppressed CD-1 mice that
received an injection of intracerebral Aspergillus fumigatus. Mice were
given cyclophosphamide, 200 mg/kg every 5 days. 4, Comparison of
the survival rates for mice given 3 different intracerebral inocula of A.

Sfumigatus. B, Survival results from 3 experiments in which an intra-

cerebral inoculum of 5 X 10° conidia of A. fumigatus was used.
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Figure 2.
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A, Abscess in the cerebrum of a CD-1 mouse 3 days after infection with Aspergillus fumigatus. Central necrosis with a peripheral

rim of Aspergillus organisms, surrounded by fibrin and reactive gliosis, can be seen. (Hematoxylin-eosin stain; original magnification, X62.) B,
High-power field from the edge of the abscess showing branching septate hyphae and a necrotic thrombosed vessel (arrow). (Periodic acid—Schiff
stain; original magnification, X620.) C, Diffuse necrotizing cerebritis in the brain of a CD-1 mouse 3 days after infection. Thrombosed microvessels
(arrows), perivascular mononuclear cell infiltrates, and scattered areas of necrosis without formation of a frank abscess are visible. (Hematoxylin-
eosin stain; original magnification, X248.) D, Higher-power field showing multiple fungal filaments within capillaries. (Hematoxylin-eosin stain;

original magnification, X620.)

tative data from 3 experiments in which 3 different intracerebral
inocula each produced 100% mortality. On the basis of the results
of the WBC counts, we chose to use a cyclophosphamide regimen
of 200 mg/kg ip, given 2 days before infection and then every 5
days after the first administration of the drug, and an Aspergillus
inoculum of 5 X 10° conidia/mouse. Figure 1B shows the results
of 2 additional experiments in which this inoculum and immu-
nosuppressive regimen were used that demonstrate the repro-
ducibility of this model.

Fungus burdens and histopathology.  Brains, spleens, and kid-
neys of immunosuppressed CD-1 mice were removed on day 1
and day 3 after infection to determine fungus burden. The mean
fungus burden per brain (n = 5 brains) 1 day after infection was
4.4 log,, cfu, compared with 3.1 and 3.9 log,, cfu for kidney
and spleen, respectively. These values were not significantly dif-
ferent. Similarly, 3 days after infection, the mean fungus burden
per brain was 4.2 log,, cfu, compared with 3.5 and 3.4 log,,
cfu for kidneys and spleen, respectively.

Histopathologic examination of sections of brain tissue from

mice euthanized on day 3 after infection demonstrated well-or-
ganized intracerebral abscesses with central coagulative necro-
sis, collections of fungal hyphae on the outer perimeter that
were surrounded by fibrin, and a glial reaction (figure 24 and
2B). Thrombosed vessels were seen in the abscess centers. Other
areas had a more diffuse pattern of infiltration of the fungal
hyphae that was associated with acute necrosis and some peri-
vascular mononuclear cell infiltrates (figure 2C and 2D).

Discussion

This study reports the development of a murine model of
cerebral aspergillosis in neutropenic/pancytopenic outbred mice,
the first, to our knowledge, in which mice have been infected
intracerebrally. An inoculum of 5 X 10° conidia produced a pre-
dictable infection and 100% mortality by day 8 in CD-1 mice
that were given cyclophosphamide beginning 2 days before in-
fection and then every 5 days after the first administration of
the drug. Results for the nonimmunosuppressed inbred strains
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of mice, DBA/2N and C57BL/6, were not consistent, even
though these strains have been shown to be more susceptible to
a variety of fungal infections, including CNS infection with the
fungus Saccharomyces cerevisiae and pulmonary infection with
A. fumigatus [3, 4].

In this model, the infection spreads to other organs, but the
fungus burden in the brain remains higher than the burdens in
the spleen and the kidney. This differs from other murine mod-
els of systemic aspergillosis, in which the fungus may spread
to the brain but is often cleared and mice die with very high
fungus burdens in the kidneys [5]. Pulmonary aspergillosis in
models that require immunosuppression before disease can be
produced is rapidly progressive in the lung [4], which eliminates
the possibility of studying disseminated disease in a consistent
fashion. The model used in the present study produces consis-
tent brain infection with high fungus burdens and focal abscess
formation. The use of intracerebral inoculation is associated
with few procedure-related deaths and results in a lethal infec-
tion in all mice, as demonstrated in the survival studies. The
intracerebral route of infection has also been reported in models
of both Cryptococcus neoformans and Coccidioides immitis [6,
7]. Both of these models also produce multiorgan infections
and have been used to study the effects of therapy on CNS
infection.

This model was developed to provide a means of evaluating
therapeutic strategies for CNS infection with Aspergillus and
of studying the effects of immunomodulation on host defense.
Mice are immunologically well-defined, and CD-1 mice are in-
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expensive. Other immunosuppressive regimens, other species of
Aspergillus, and the host response can now be addressed in
future studies.

Currently, there are no good treatment options available for
patients who develop CNS Aspergillus infection. This model
should provide a mechanism to study treatments that could be
used in clinical trials. Therapeutic strategies that improve sur-
vival or lessen pathology and fungus organ burdens can be
evaluated using our model.
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1.1. LOS ORIGENES DE LA MICOLOGIA MEDICA

La micologia es una ciencia relativamente moderna a pesar de que
los hongos eran conocidos por el hombre ya en la prehistoria. El estudio
de coprolitos nos ha permitido conocer algunos de los habitos
alimenticios del hombre en aquellas épocas, entre los que se incluia el
consumo de algunas especies de basidiomicetos, especialmente
pertenecientes al género Lactarius. EI 19 de Septiembre de 1991, un
grupo de alpinistas encontré en perfecto estado de conservacion los
restos de un hombre prehistorico en un glaciar de Hauslabjoch, en la
frontera Austro-ltaliana. Existe todavia controversia acerca de la
antigledad de los restos recuperados, pero se estima que datan de entre
5.500 y 4.500 a.c. Entre las diferentes pertenencias, se encontraron dos
especies de setas, Piptoporus betulinus y Fomes fomentarius, atadas a
sendas tiras de cuero (Peintner et al., 1998). Aunque no se conozca con
exactitud su utilidad, el hallazgo ha contribuido a demostrar que el
conocimiento de los hongos ya existia, con una finalidad distinta a la
nutricional, en el neolitico

Los antiguos griegos y romanos fueron grandes conocedores de
los hongos, a los cuales apreciaban por sus propiedades gastronémicas.
Asi por ejemplo, Amanita cesarea, a la que llamaban “boleti”, fue una de
la especies mas valoradas por los emperadores. Conocian también los

efectos téxicos de algunas especies de basidiomicetos que fueron
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usados con fines criminales. Asi por ejemplo Amanita phalloides, fue
utilizada para asesinar a Claudio permitiendo erigir a Nerén como nuevo
emperador.

Las culturas precolombinas también hicieron uso deliberado de las
propiedades téxicas de algunas especies de basidiomicetos, que
introdujeron en sus ritos con fines misticos y religiosos tal como relata el
dominico espafiol del siglo XVI Diego Duran (Heim, 1960)

A lo largo de la historia encontramos descritas numerosas
enfermedades asociadas a las propiedades toxicas de algunos hongos.
Una de las mayores epidemias de las que tenemos constancia se
produjo en el siglo XI cuando una extrafa enfermedad afecté a gran
parte del oeste de Europa. Recibié el nombre de “Fuego de San Antonio”
o Ignis Sacer debido a la sensacion de quemazdén que sentian quienes la
padecian. La enfermedad ocasionaba una gangrena seca progresiva con
mutilacién de los miembros (Fig. 1). En el afio 1771 el Abad de Tesier
descubriod la etiologia del proceso al comprobar que el centeno con el
que se elaboraba el pan para consumo humano estaba contaminado por
esclerocios del hongo Claviceps purpurea. En la actualidad esta
intoxicacion se conoce como ergotismo y es sumamente infrecuente
debido sobretodo a que los procesos utilizados para la limpieza y el
molido del grano eliminan la mayor parte del cornozuelo del centeno
quedando unos niveles de alcaloides muy bajos. El ultimo brote

registrado de ergotismo gangrenoso se produjo en Etiopia en 1977-1978
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afectando a 140 personas y alcanzando un mortalidad del 34 % (Peraica

et al., 2000)

Figura 1. Pintura medieval de Pieter Breughel (1525-1569) donde se

representan personajes con las secuelas del ergotismo.

Las propiedades toxicas de algunas especies de hongos han sido
conocidas y utilizadas a lo largo de la historia por numerosas culturas, sin
embargo, el concepto de los hongos como organismos vivos con
capacidad de producir infecciones en animales y humanos, es
relativamente moderna. Uno de los pioneros de la micopatologia fue
Agostino Bassi (1773 — 1856) que en el aino 1807 descubrid la causa de
una extrafia enfermedad que afectaba a los gusanos de seda y que
estaba mermando la industria textil italiana, determinando que era
causada por un hongo al que se denomin6é Botrytis bassiana

(actualmente Beauveria bassiana). Treinta afos después Remark



Introduccion

describid la primera micosis humana al observar que las costras de tifia
favosa estaban compuestas por “cuerpos esféricos y fibras ramificadas”
(hifas de Trichophyton schoenleinil), realizando asi la primera
observacion y descripcion de una hifa fungica. Pero sin duda, uno de los
personajes claves para la micologia fue R. J. Andrien Sabouraud (1864 -
1938). Sabouraud establecié una clasificacion de los dermatofitos
basandose en su morfologia e ided los primeros medios sélidos de
cultivo que aun en el momento actual siguen siendo utilizados con sélo
pequenas modificaciones. Un texto que fue fundamental en los inicios de
la técnica microbiologica fue el “Manual of Clinical Mycology” de Norman
Francis Conant (1944) que contribuydé a sentar las bases de la hasta

entonces confusa micologia médica (da Silva et al., 2002)
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1.2. ENFERMEDADES CAUSADAS POR HONGOS

El establecimiento de una micosis implica la capacidad del
microorganismo de crecer en las condiciones de pH, temperatura y
potencial redox presentes en los tejidos del huésped, siendo dichas
condiciones generalmente poco favorables para el crecimiento y
desarrollo de los hongos. Los agentes infectantes deben poseer, por lo
tanto, ciertas caracteristicas que les permitan sobrevivir en tal ambiente
asi como mecanismos para evadir las defensas del huésped (Clemons et
al., 2000; Casadevall y Pirofski., 2001a). La mayoria de hongos poseen
escaso poder patdégeno, sin embargo algunas especies han logrado
adaptarse a las condiciones desfavorables impuestas por el huésped y
desarrollarse en sus tejidos. De todas formas la virulencia de un
microorganismo depende tanto de las caracteristicas del microorganismo
como de factores propios del huésped (Casadevall y Pirofski, 2001a), por
lo que el establecimiento de una enfermedad infecciosa depende del
estrecho equilibrio entre el huésped y el microorganismo. La puerta de
entrada incluye el contacto con la piel, la inhalacion de esporas y el paso
a través de roturas en barreras fisicas tales como lesiones en piel o
mucosa.

Los hongos pueden originar patologias muy variadas que pueden

ser clasificadas de acuerdo con su localizacion inicial en:
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1.2.1. Micosis superficiales

Son aquellas adquiridas por contacto y que afectan a la capa
externa del estrato corneo de la piel y a la cuticula del pelo. Este tipo de
afeccion se da en los tejidos inertes por lo que no tiene lugar una
respuesta inmunitaria detectable en el huésped. Entre los agentes
etiolégicos causantes de este tipo de infecciones caben destacar
Malassezia spp. (causantes de la pitiriasis versicolor), Hortaea werneckii
(causante de la tina negra), Trichosporon spp y Piedraia hortae
(causantes de la piedra blanca y negra, respectivamente). Trichophyton
mentagrophytes, Acremonium spp., Scopulariopsis spp., y Fusarium spp.
pueden producir onicomicosis (Torres-Rodriguez y Lopez-Jodra, 2000).
El diagnostico de las infecciones superficiales es relativamente sencillo y

la terapia especifica suele proporcionar buena respuesta clinica.

1.2.2. Micosis cutaneas

Difieren de las superficiales en que pueden afectar a capas mas
profundas de la piel provocando la respuesta inmunitaria del huésped.
Los dermatofitos son los principales causantes de este tipo de
infecciones cutaneas siendo Trichophyton, Epidermophyton 'y
Microsporum los géneros mas frecuentemente implicados (de Hoog et
al., 2000). La etiologia de las infecciones cutaneas no se encuentra
limitada a este grupo de hongos ya que algunos hongos no dermatofitos

pueden también estar implicados en dicha infeccion. Asi por ejemplo
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Candida spp. pueden originar candidiasis mucocutanea, Scopulariopsis
brevicaulis puede ser causa de onicomicosis y Nattrassia mangiferae de
hiperqueratosis en manos y pies. Las micosis cutaneas pueden
evolucionar ocasionando lesiones subcutaneas (Smith et al.,, 1991;

Erbagci, 2002).

1.2.3. Micosis subcutaneas

La infeccion se produce frecuentemente por inoculacién
traumatica. Los agentes causales de este tipo de micosis pertenecen a
un grupo heterogéneo de microorganismos de escasa capacidad
patdgena, aislados frecuentemente del suelo o a partir de materia
organica en descomposicion. Afectan a las capas profundas de la dermis
y tejido celular subcutaneo pudiéndose extender a musculo y hueso.
Segun el microorganismo causante podemos distinguir varios tipos de

infecciones subcutaneas, entre las que podemos destacar:

. Eumicetoma. Son lesiones supurativas cuyo exudado presenta
microcolonias en forma de granos. Podemos diferenciar eumicetomas de
“grano claro”, los agentes causantes de los cuales son principalmente
Acremonium spp., Neotestudina rossatii y Pseudallescheria boydii y
eumicetomas de “grano oscuro” cuyos agentes etioldogicos son
principalmente Exophiala spp. (Padhye et al., 1984 ; de Hoog et al.,

2000), Madurella spp (McGinnis, 1996), Leptosphaeria spp. Sporothrix
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schenckii (Pelzer et al., 2000), Curvularia sp. (Subramanyam et al., 1993)

y Scytalidium spp. (Dhindsa et al., 1998).

. Esporotricosis. Causada por Sporothrix schenckii, es una enfermedad
infecciosa de distribucion mundial. La adquisicién es basicamente por
inoculaciéon traumatica y cursa con formacion de ulceras purulentas con
margenes rojos aunque es frecuente que la afectacion se extienda a los
ganglios linfaticos ocasionando esporotricosis linfocutanea (Lyon et al.,
2003). No obstante se puede producir la diseminacion a estructuras
osteo-articulares y visceras en pacientes tanto sanos como

inmunocomprometidos (Morris-Jones, 2002).

. Lobomicosis. El agente etioldégico es Lacazia loboi, un hongo que
hasta la fecha no se ha podido aislar en cultivo (de Hoog et al., 2000;
Belone et al., 2002). La enfermedad se caracteriza por la formacién de
nodulos en la piel y placas de apariencia queloidea en las extremidades,
nalgas y I6bulos de la orejas (Fuchs et al., 1990). La mayoria de casos se

han publicado en el Sur y Centro de América.

. Rinosporidiosis. Causada por Rhinosporidium seeberi, es una
infeccidén primaria de la musosa nasal caracterizada por la formacion de
granulomas inflamatorios que pueden llegar a convertirse en pélipos (Van

Der Coer et al., 1992; Guarro, Atlas).
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. Rinitis zigomicética. Comunmente producida por Rhizopus spp. afecta
a mucosa nasal. Debido al rapido crecimiento del hongo, la infeccion
puede invadir los vasos sanguineos y llegar a afectar al SNC originando

infartos cerebrales y meningitis (Gonzalez et al., 2002).

. Cromoblastomicosis. Dicha infeccion se caracteriza por la presencia
de lesiones ulcerativas sin exudacién, poco extensas y de localizacion
preferentemente en extremidades. Pueden llegar a diseminarse por via
linfatica. Los agentes responsables tipicos de la cromoblastomicosis son:
Cladophialophora carrioni, Fonsecaea spp. (de Hoog et al., 2000),
Phialophora verrucosa (Sharma et al., 2002) o Exophiala dermatitidis

(Clancy et al., 2000)

1.2.4. Micosis sistémicas

En las micosis sistémicas se produce la afectacion de dos o mas
organos. Pueden afectar a huéspedes sanos, siendo los hongos
denominados dimoérficos los agentes causales, los cuales han
desarrollado mecanismos para proliferar en los tejidos del huésped
inmunocompetente. Sin embargo, son mucho mas frecuentes en
pacientes inmunocomprometidos, siendo en este caso ocasionadas por
hongos oportunistas que usualmente no causan infeccién en el huésped

Sano.
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1.2.4.1. Los hongos dimoérficos

Los hongos dimorficos se desarrollan como saproétrofos en el suelo,
donde presentan una fase de crecimiento filamentoso con produccién de
conidios. Tras la penetracion de estos conidios en los tejidos animales se
producen importantes cambios en la morfologia, metabolismo, pared
celular y sistema enzimatico del microorganismo que facilita su
diseminacion. A pesar de su capacidad invasora, el prondstico es
variable, siendo especialmente grave en el caso de pacientes
inmunocomprometidos. Por su elevada incidencia y gravedad destacan
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides
brasiliensis 'y Coccidioides immitis. Todos ellos se hallan limitados
geograficamente a regiones aridas de América.
1.2.4.2. Los hongos oportunistas

Reciben el nombre de hongos oportunistas un grupo heterogéneo
de hongos saprotrofos del suelo, que presentan una distribucion
geografica amplia y que tradicionalmente son considerados como no
patdégenos. Sin embargo, en determinadas circunstancias en las que el
huésped se encuentra inmunocomprometido, pueden causar un cuadro
infeccioso. Generalmente suelen ser pacientes con alteraciones en la
respuesta inmunitaria inespecifica, como los neutropénicos, o aquellos
en los que la afectacion inmunitaria incluye también la respuesta

adaptativa, como es el caso de individuos sometidos a tratamientos
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sistémicos con corticoides o radioterapia y/o quimioterapia antineoplasica
(Spellberg y Edwards, 2001).

El incremento de la incidencia de las infecciones oportunistas esta
relacionado, y evoluciona paralelamente con el desarrollo de tratamientos
antineoplasicos y con los avances en la cirugia de trasplantes de 6rganos
solidos y de médula 6sea que, aunque permiten prolongar la vida de
pacientes con enfermedades malignas, provocan un estado de
inmunodepresion severa que predispone al establecimiento de este tipo
de infecciones. La aparicion del SIDA a finales de la década de los 70
como enfermedad inmunosupresiva, ha contribuido también en gran
parte a incrementar el desarrollo de infecciones oportunistas, entre las
cuales las micosis ocupan un importante lugar. Si bien las infecciones
oportunistas fueron consideradas antafio como afectaciones exéticas o
raras, debido a su baja incidencia, a partir de las ultimas décadas del
siglo XX, se ha producido un aumento paralelo al aumento de pacientes
inmunocomprometidos. Sin embargo no puede excluirse la posibilidad,
aunque rara, de la infeccion por hongos filamentosos oportunistas en
individuos inmunocompetentes (Karim et al., 1997; Greig et al., 2001),
especialmente en aquellos con implantaciones prolongadas de catéteres
intravasculares, terapias antimicrobianas continuadas, protesis o heridas
traumaticas (Cimerman et al., 1999; Mousa et al.,, 1999; Lavy et al.,

2001).
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Los factores que favorecen la adquisicibn de infecciones

oportunistas, son numerosos y variados. Los mas comunes son:

. Alteraciones de las barreras naturales
- Antibioterapia multiple
- Implantacion de catéteres intravasculares durante periodos
prolongados de tiempo
- Quemaduras, ulceras o traumatismos
. Alteraciones cuantitativas y/o funcionales del sistema
inmunitario
- Radioterapia
- Quimioterapia
- Aplasia medular
- Enfermedad granulomatosa crénica
- Diabetes
- SIDA
- Leucemias
- Uso de agentes immunosupresores en el tratamiento de
enfermedades autoimmunes, asi como en trasplantes de tejidos

solidos y de médula dsea.

Es dificil poder establecer un listado de hongos oportunistas ya

que el numero de especies involucradas incrementa constantemente.

12



Introduccion

Entre los hongos filamentosos oportunistas probablemente, los de mayor
relevancia clinica por su elevada incidencia, mortalidad y dificultad en
establecer un tratamiento efectivo son Aspergillus fumigatus,

Scedosporium apiospermum, S. prolificans y Fusarium solani.

1.2.4.2.1. Aspergilosis

La aspergilosis son aquellas infecciones causadas por una de las
especies de Aspergillus. Las mas comunes son A. fumigatus, A. flavus,
A. nigery A. terreus, siendo la primera la mas frecuente. Dicha especie
produce infecciones sistémicas generalmente en  pacientes
inmunodeprimidos (Dening, 1998), especialmente en receptores de
transplante de células progenitoras hematopoyéticas o en aquellos que
presentan alguna enfermedad hematolégica de base tal como leucemia o
linfoma (Patterson et al., 2000).

Aspergillus fumigatus es un hongo hialino que produce gran
cantidad de conidios de un diametro aproximado de 3 um. Este pequefio
tamafno junto con su lenta velocidad de sedimentacion y la elevada
viabilidad de los mismos en el medio aéreo, hacen que A. fumigatus sea
uno de los hongos mas frecuentemente aislados en los muestreos de
aire (Arnow et al., 1991). La elevada prevalencia de A. fumigatus en el
aire es uno de los principales factores de riesgo para la adquisicién de
aspergilosis nosocomial. Numerosos autores han descrito la relacion

existente entre la presencia en el aire de determinadas concentraciones
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de conidios viables de Aspergillus sp. y el aumento en la incidencia de
aspergilosis invasora nosocomial (Hospenthal et al., 1998). En este
mismo sentido numerosos autores relacionan la aparicién de brotes de
aspergilosis invasora en pacientes inmunocomprometidos con las obras
de construccion o remoledacion de hospitales y areas cercanas (Lentino
et al., 1982; Sarubbi et al., 1982; Kraisinski et al., 1985). En la mayoria de
ocasiones la puerta de entrada de A. fumigatus es la via respiratoria y el
foco primario de infecciéon el pumon. Sin embargo, se han descrito otras
localizaciones tanto en pacientes inmunocomprometidos como
inmunocompetentes tales como piel, peritoneo, ojos vy tracto
gastrointestinal (Latgé, 1999). En pacientes inmunocomprometidos se
puede producir una colonizacion por Aspergillus que puede evolucionar a
una aspergilosis broncopulmonar o a una aspergilosis sistémica. La
aspergilosis broncopulmonar se da principalmente en pacientes de asma
atépico o fibrosis quistica (Basica et al., 1981; Laufer et al., 1984). En el
caso de la aspergilosis pulmonar localizada, la manifestacion clinica
cursa como un aspergiloma en los pacientes inmunocompetentes.
Radiolégicamente las lesiones se observan como masas miceliares bien
delimitadas ocupando cavernas pulmonares preexistentes. También se
ha observado la formacién de aspergilomas cutaneos en pacientes con
quemaduras graves (Becker et al., 1991). En pacientes con alteraciones
inmunitarias, la infeccion se puede diseminar, a partir del foco primario, a

diferentes tejidos como el epitelial, renal, cardiaco, ojos y también a tejido
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nervioso (Wingard et al., 1987; Bodey y Vartivarian, 1989; Pagano et al.
1996; Denning, 1998). Mas raramente se han descrito formas de
aspergilosis en epiglotis, pericardio, tracto gastrointestinal, peritoneo,

higado, tiroides y hueso (Denning, 1998).

1.2.4.2.2. Scedosporiosis

Reciben este nombre las infecciones causadas por Scedosporium
spp. Existen dos especies de Scedosporium de importancia médica: S.
prolificans, aislado por primera vez en 1909 a partir de un micetoma, y S.
apiospermum descrita en 1921 (Cremer y Boiron, 1996). Desde la
década de los 90 se ha producido un aumento significante del numero de
infecciones causadas por este género entre los pacientes con
enfermedades hematoldgicas graves de base (de Hoog et al., 1994). La
infeccion es similar, en cuanto a la variedad de su manifestacién clinica y
a su severidad, a la producida por A. fumigatus.

Las infecciones primarias por Scedosporium spp. son adquiridas
generalmente por inhalacion de conidios o inoculacion traumatica directa
(Cremer et al., 1996). También se han documentado casos de
scedosporiosis en personas que han sufrido diferentes grados de asfixia
por inmersién en aguas estancadas (Dworzack et al., 1989). La evolucion
de la infeccidn es variable en funcién del estado inmunolégico del
paciente, la via de infeccibn y la especie involucrada. Asi, S.

apiospemum produce principalmente micetomas subcutaneos después
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de su inoculacién traumatica y mas raramente puede afectar a hueso o
musculo (Cremer et al., 1996; Horré y de Hoog, 1999; Castiglioni et al.,
2000). Otra puerta de entrada importante para este hongo es la
pulmonar. En el paciente inmunocomprometido y especialmente en los
neutropénicos, se puede producir la diseminacién del hongo a partir del
foco primario (Gumbart, 1983) afectando diferentes dérganos. Cabe
destacar especialmente el tropismo de S. apiospermum por SNC, siendo
unas de las principales especies responsables de infecciones cerebrales
primarias (Horré y de Hoog, 1999). S. prolificans provoca principalmente
infecciones localizadas post-traumaticas, pulmonares y diseminadas.

Las especies de Scedosporium son hongos dematiaceos que
presentan una elevada resistencia in vitro a los antifungicos tradicionales
(Espinel-Ingroff, 2001) asi como frente a los nuevos compuestos
(Carrillo-Mufioz y Guarro, 2001). En general, S. prolificans posee una
resistencia in vitro a los antifungicos ligeramente mayor que S.
apiospermum (Carrillo-Munoz y Guarro, 2001; Meletiadis et al., 2002a).
Los modelos desarrollados en animales de experimentaciéon con ambas
especies, demuestran también diferencias en la virulencia de las mismas.
S. prolificans ha demostrado una mayor virulencia, reflejada en la
elevada mortalidad que provoca en ratones en comparacion con la
provocada por S. apiospermum (Drouhet et al., 1991; Cano et al., 1992,

Ortoneda et al., 2002;).
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1.2.4.2.3. Fusariosis

Como en la mayoria de hongos filamentosos considerados
oportunistas, Fusarium spp. son hongos saprotrofos del suelo y
patégenos de plantas (Guarro et al., 1995). Las especies de Fusarium
poseen una limitada patogenicidad para el hombre. Tradicionalmente han
sido causantes de infecciones cutaneas (Bodey et al., 2002; Nucci y
Anaissie, 2002; Cocuroccia et al., 2003), infecciones superficiales tales
como queratitis (Thomas, 1994), onicomicosis, otitis e infecciones de
guemaduras o heridas en la piel (Whesler, et al., 1982; Landau, et al.,
1992) y, mas raramente, infecciones subcutaneas localizadas (Guarro y
Gené, 1995). Algunas especies de Fusarium son capaces de elaborar
micotoxinas tales como las fumonisinas B4y B, que pueden afectar al ser
humano (Peraica et al., 1999) y que causaron importantes brotes toxicos
en la India y China (Bath et al., 1997). Sin embargo, a partir de la década
de los 70, los casos de fusariosis diseminada han incrementado entre la
poblacién neutropénica (Guarro et al., 1995; Khoury y Ball, 2003)
afectando principalmente pulmon, senos, bazo, rifidn, higado y corazon
(Guarro et al., 1995). Las especies mas comunes causantes de fusariosis
son F. solani, F. oxysporum y F. verticillioides. Aproximadamente la
mitad de casos descritos de fusariosis estan atribuidos a F. solani (de
Hoog et al., 2000). Aunque otras especies tales como F. dimerum, F.
sacchari o F. proliferatum también han estado ocasionalmente

involucrados en infecciones en humanos. Las especies de Fusarium de
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interés clinico suelen presentar resistencia in vitro a los antifungicos mas

utilizados (Guarro et al., 1999; Masia y Gutiérrez, 2002).
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1.3. TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES FUNGICAS

Las primeras sustancias utilizadas en el tratamiento de las
infecciones fungicas fueron compuestos tales como el yoduro potasico,
metaloides y derivados azufrados. Posteriormente se introdujeron los
primeros antifungicos, denominados de primera generacion por ser
derivados de productos naturales o productos de la actividad metabdlica
de determinados microorganismos. Mas tarde se desarrollaron los de
segunda generaciéon obtenidos predominantemente por sintesis quimica.
No obstante existen importantes inconvenientes para el desarrollo de
farmacos antimicéticos eficaces entre los que cabe destacar el hecho de
que tanto el hongo como los tejidos huésped estan constituidos por
células eucariotas con caracteristicas bioquimicas similares. Ello implica
que los efectos secundarios sobre el huésped constituyen un importante
obstaculo para la obtencion de farmacos eficaces. La mayoria de
antifungicos comercializados o en fase de experimentacion, tienen como
diana de accion el ergosterol o alguno de sus precursores en la ruta de
biosintesis (Fig.2). A pesar de que el ergosterol es el compuesto
mayoritario de la membrana fungica existen otros componentes
estructurales en la célula utilizados como blanco de accion de diversos

antifungicos tales como el manano, la quitina o el -(1,3)-D-glucano.
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Una de las posibles clasificaciones de los diferentes compuestos

antifungicos se basa en su estructura quimica.

1.3.1. Derivados poliénicos

Los derivados poliénicos son antifungicos producidos por diversas
especies de Streptomyces. Su estructura quimica se caracteriza por la
presencia de un anillo macrélido de 26 a 38 atomos de carbono. Una de
sus caracteristicas es su caracter anfipatico debido a la disposicién
lateral de grupos hidroxilo. La diana de estos compuestos es el ergosterol
de la membrana fungica. La interaccion de los polienos con la membrana
produce poros consistentes en un anillo formado por moléculas de
antifungico unidas hidrofébicamente a los esteroles de membrana. La
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formacion de estos poros conlleva una alteracidon en la permeabilidad de
las células fungicas con pérdida de componentes citoplasmaticos,
situacidn que compromente la viabilidad del microorganismo. Uno de los
principales problemas derivados del uso de éste grupo de farmacos,
radica en su elevada toxicidad renal y hepatica (Girmenia et al., 2002).
Actualmente la investigacion sobre este tipo de compuestos se centra en
el desarrollo de nuevas formulaciones para reducir los efectos toxicos,
como la encapsulacién en liposomas o en particulas lipidicas (Juliano et
al., 1987; Hsieh et al., 1998; Echevarria et al., 2000). Los compuestos
mas representativos de esta familia son la nistatina y la anfotericina B

La nistatina (Fig.3), fue descubierta por Hazen y Brown en 1951 y
obtenida a partir de Streptomyces noursei y fue el primer antifungico
poliénico comercializado. Ha demostrado actividad in vitro e in vivo frente
a diferentes especies de Candida, Aspergillus, Histoplasma vy
Coccidioides aunque actualmente su uso se limita al tratamiento tépico
de las candidiasis mucocutaneas debido a su elevada toxicidad en la

administracion sistémica (Carrillo-Muioz et al., 1999).

0 OH OH OH OH 0 OH

Fig.3. Estructura quimica de la nistatina.
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La forma liposémica de la nistatina (Nyotran®) posee una actividad
antifungica in vitro comparable a la de la nistatina tradicional, sin
embargo su toxicidad es mucho menor (Arikan et al., 2001, Larson et al.,
2001) y su administracion alcanza niveles plasmaticos superiores a los
de la formulacion tradicional (Ramaswamy et al., 1999) con lo que se
consigue un valor trapéutico superior.

La anfotericina B (Fig. 4) se obtiene a partir de Streptomyces
nodosus y fue comercializada para su uso clinico en el afio 1958. A pesar
de ser el compuesto de referencia para el tratamiento de las micosis
sistémicas, su nefrotoxicidad limita su dosificacion y administracion
(Hsieh et al., 1998). La tasa de resistencia a este compuesto es baja en
el caso de las levaduras, sin embargo el éxito terapéutico frente a hongos
filamentosos es variable ya que las CMI de anfotericina son elevadas en
el caso de algunas especies y/o cepas de hongos filamentosos como
Fusarium spp., Scedosporium spp. y Aspergillus spp. (Walsh et al., 1992;
Arikan et al., 1999; Sutton et al., 1999; Kontoyiannis et al., 2002; Serrano

et al. 2003).

OH

Fig.4. Estructura quimica de la anfotericina B.

22



Introduccion

Para paliar la problematica asociada a su toxicidad, se han
desarrollado tres formulaciones lipidicas: Abelcet® (anfotericina B en
complejo lipidico), Amphocil® o Amphotec® (anfotericina B de dispersion
coloidal) y AmBisome® (Anfotericina B liposémica). Estas formas lipidicas
pueden administrarse a concentraciones mucho mas elevadas que la
formulacion tradicional, hasta 5 mg/kg/dia en el caso de AmBisome®,
frente al 1 - 1.5 mg/kg/dia de la anfotericina B clasica (Stevens et al.,
2000). Ello, unido a la baja toxicidad, representa una importante ventaja

terapéutica (Walsh et al., 2001).

1.3.2. Compuestos azoélicos

Los azoles constituyen una de las familias de antifungicos mas
numerosas, sin que en muchos casos se hayan demostrado grandes
diferencias entre ellos. Su estructura quimica se basa en anillos
heteropentaciclicos con dos (imidazoles) o tres (triazoles) atomos de
nitrégeno unidos por atomos de hidrogeno a otros anillos aromaticos.
Estos compuestos actuan como fungistaticos sobre la célula fungica
impidiendo la sintesis de ergosterol al inhibir la enzima lanosterol
desmetilasa dependiente del citocromo P-450 vy, por lo tanto,
produciéndose la acumulacién de precursores del ergosterol que alteran

la estructura y funcién de la membrana plasmatica. Sus efectos sobre el
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sistema endocrino y reproductor reduciendo la sintesis de colesterol, asi
como su toxicidad hepatica y renal, son importantes inconvenientes a
tener en cuenta antes de su uso terapéutico. La adquisicidon de
resistencia y las bajas concentraciones plasmaticas alcanzadas en los
pacientes sometidos al tratamiento con azoles, suponen una limitacion

anadida.

1.3.2.1. Imidazoles

En 1971 fue comercializado el primer compuesto de este grupo de
azoles (Carrillo-Muioz et al., 1999), se trataba del miconazol. Mas tarde
fueron comercializados el clotrimazol, miconazol, econazol, ketoconazol
(Fig. 5) y sertaconazol. Este grupo de azoles se utilizan de forma topica

para el tratamiento de micosis superficiales y cutaneas

Fig. 5. Estructura quimica del ketoconazol.

1.3.2.2. Triazoles
En la década de los 80 fueron desarrollados los primeros triazoles.
Estos representan un grupo de antifingicos que integra a numerosos

compuestos. Aunque de mayor actividad y selectividad que los
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imidazoles, dan lugar, de forma similar a los imidazoles, a la aparicién de
toxicidad hepatica y renal y presentan efectos secundarios sobre el
aparato reproductor y endocrino. Algunos de los compuestos
comercializados mas utilizados en el tratamiento de las infecciones

fungicas son:

. Fluconazol (Pfizer Inc.). Principalmente activo frente a Crycptococcus
neoformans y Candida spp. sin embargo las cepas de dichas especie
procedenes de enfermos de SIDA suelen presentar resistencia (Collin et
al., 1999). Fluconazol también se utiliza como antifungico secundario en
infecciones causadas por Coccidioides immitis (Galgiani, 1993),
Histoplasma capsulatum (Wheat et al., 1997) y Blastomyces dermatitidis
(Pappas et al., 1997). Sin embargo, en general, dicho compuesto no es

activo frente a hongos filamentosos (Bodey, 1992; Denning et al., 1992).

. Itraconazol (Fig.7) (Janssen Pharmaceutica). Es activo frente a hongos
dimorficos  (Histoplasma  capsulatum, Blastomyces  dermatitidis,
Coccidioides immitis), levaduras (Candida spp. y Cryptococcus
neoformans), dermatofitos y determinados hongos filamentosos tales

como Aspergillus fumigatus y Penicillium marneffei (Shehan et al., 1999)

. Voriconazol (Fig. 6) (Pfizer Inc.) Aprobado en E.E.U.U. para el uso

terapéutico en junio de 2002 (FDA aprovals, 2003), esta indicado para el
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tratamiento de infecciones sistémicas por Aspergillus spp, Fusarium spp.
(Arikan et al,. 1999) y Scedosporium apiospermum (McGinnis et al.,
1998), aunque también ha demostrado actividad in vitro contra levaduras
y hongos dimérficos. Su actividad es, en cambio, escasa frente a las

zigomicosis (Sheehan et al., 1999).

. Posaconazol (Schering-Plough), ravuconazol (Briston-Myers Squibb),
y albaconazol (Fig. 8) (Uriach S.A.) son algunos de los triazoles que

actualmente se encuentran en fase de desarrollo.
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‘ Fig. 8. Estructura quimica del albaconazol (UR-9825)
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1.3.3. Analogos de precursores de acidos nucleicos.

Son sustancias de estructura similar a la citosina o al 5-
fluorouracilo. EI compuesto mas representativo de este reducido grupo
de antifungicos es la 5-fluorocitosina (Roche Laboratoires). Este
compuesto es una pirimidina fluorada (Fig. 9) desarrollada como

resultado de un programa de investigacion de compuestos citostaticos.

NH,

N

A

H

Fig. 9. Estructura quimica de la 5-fluorocitosina

La penetracion de la 5-fluorocitosina en la célula fungica se realiza
a través de una permeasa y una vez en el citoplasma es alterada
enzimaticamente dando como resultado acido 5-flourouridilico que se
incorpora al RNA interrumpiendo asi la sintesis proteica. La 5-
fluorocitosina puede también ser convertida en 5-fluorodeoxiuridina
monofosfato, un inhibidor de la sintesis de DNA y la divisién nuclear. A
pesar de haber demostrado eficacia contra Candida spp., Aspergillus
spp. Yy hongos dematiaceos causantes de cromoblastomicosis (Mauceri
et al., 1974), su uso se encuentra limitado a la administracién en
combinacién con anfotericina B e itraconazol frente a la meningitis por

Cryptococcus (Dismukes et al., 1987; Mayanja-Kizza et al., 1998).
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1.3.4. Derivados peptidicos

Estos compuestos poseen una buena toxicidad selectiva ya que
actuan inhibiendo la sintesis de los mananos, la quitina o el p(1-3)-D-
glucano, los cuales no se hallan presentes en las células eucariotas
humanas. Existe una gran variedad de antifungicos peptidicos con
diferentes estructuras. La nikomicina Z o las polioxinas son péptidos
nucledsidos que actuan inhibiendo competitivamente la enzima quitina
sintetasa. El grupo de derivados peptidicos de mayor actividad
antifungica es el de las equinocandinas. Las equinocandinas constituyen
una familia de lipopéptidos que actuan como inhibidores no competidores
de la B-D-glucan sintetasa impidiendo la sintesis de (1-3)-D-glucano, un
componente integral de la pared fungica. Sin embargo su espectro de
accion se reduce a Candida spp y Aspergillus spp. La equinocandina B,
obtenida de Aspergillus nidulans y sus analogos semisintéticos, como
son la caspofungina y la micafungina (FK-463), son algunos
representantes del grupo.

La Caspofungina (Fig. 10) (Merck Research Laboratoires) se halla
disponible desde septiembre del 2002 en E.E.U.U. para el tratamiento de
candidiasis orofaringeas (Villanueva et al., 2001; Arathoon et al., 2002;
FDA aprovals, 2003), aunque ha demostrado también efectividad en las
candidiasis y aspergilosis sistémicas (Maertens et al., 2000; Mora-Duarte
et al., 2002). Sin embargo, su eficacia frente a otros hongos filamentosos

ha sido baja (Del Poeta et al., 1997).

28



Introduccion

CHs CHa

Fig. 10. Estructura quimica de la caspofungina

La micafungina (Fujisawa Healthcare Inc.) presenta un espectro
de accion similar al de la caspofungina (Nakai et al., 1999) y en la
actualidad se encuentra en fase de desarrollo.

Existen péptidos con actividad antifungica obtenidos a partir de
mamiferos (defensinas, protegrinas y gallicinas), insectos (cecropina y
drosomicina), anfibios (magainina y dermaseptina) o plantas (zeamatina
y defensinas vegetales) que han demostrado cierta actividad antifungica

in vitro (Lucca y Walsh, 1999).

1.3.5. Alilaminas

La accion antifungica de estas sustancias se debe al bloqueo de la
ruta biosintética del ergosterol por inhibicion de la esqualeno epoxidasa,
una enzima no dependiente del citocromo P-450. Su efecto fungicida es
debido en parte a la reducciéon del contenido en ergosterol de la

membrana celular y a la acumulacién de escualeno en el espacio
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plasmatico. El representante mas importante de esta familia es la

terbinafina (Fig. 11) (Novartis Pharmaceuticals).

c=0c(CHs),

Fig.11. Estructura quimica de la terbinafina

Debido a su naturaleza altamente lipofilica, se distribuye
principalmente en tejidos tales como piel, ufas y tejido adiposo (Elewski,
1998) con lo cual su uso terapéutico se dirige principalmente al

tratamiento de las dermatomicosis.

1.3.6. Nuevas estrategias en el tratamiento de las micosis sistémicas

La baja incidencia de infecciones fungicas en personas
inmunocompetentes constituye una clara evidencia de que el sistema
inmunitario es un mecanismo efectivo contra las infecciones causadas
por hongos. Por ello numerosos autores coinciden en la necesidad de
revertir el déficit inmunitario de los pacientes inmunodeprimidos con
infecciones por hongos oportunistas mediante la aplicacién de terapias
de inmunomodulacion. Entre ellas podemos distinguir (Casadevall y

Pirofski, 2001b):

30



Introduccion

e Inmunoterapia de sustitucién. Basada en la transfusion de leucocitos
a partir de donadores previamente tratados con factor estimulador de
colonias de granulocitos. Esta terapia ha aportado efectos beneficiosos
en pacientes neutropénicos afectados de aspergilosis y candidiasis

(Catalano et al., 1997; Di Mario et al., 1997; Peters et al., 1999).

e Inmunoterapia inespecifica aumentativa. Intenta reactivar Ia
respuesta inmunitaria contra una variedad mas o menos amplia de
patogenos. Esta terapia incluye la administracion de factores
estimuladores de colonias de granulocitos (G-CSF), macrofagos (M-
CFS), granulocitos y macréfagos (GM-CSF) interferon gamma (IFNy) o
interleuquinas (IL) tales como la IL-12. La administracion de factores
estimuladores de colonias promueve la proliferacion y diferenciaciéon de

leucocitos.

e Inmunoterapia especifica. Consiste en Ila administracién de
anticuerpos especificos contra un patégeno concreto o antigenos
capaces de desarrollar inmunidad. Incluye la administracion de vacunas,
inmunoglobulinas y anticuerpos monoclonales. El uso de vacunas en la
prevencion de infecciones se ha aplicado con gran éxito en el caso de
virus y bacterias. Actualmente la experimentacion en este campo se

centra fundamentalmente en determinar si un extracto fungico protege a
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los animales de experimentacion de una infeccién a dosis letal. La
siguiente fase consiste en identificar el o los antigenos especificos
responsables del efecto protector. En la actualidad se estan estudiando
diversos antigenos como el HIS-62 de Histoplasma capsulatum (Gomez
et al., 1995), gp43 de Paracoccidioides brasiliensis (Pinto et al., 2000) o
el WI-1 de Blastomyces dermatitidis (Wuthrich et al., 2000) para el
desarrollo de vacunas. Los ensayos realizados en animales de
experimentacion inmunizados con los antigenos previamente
mencionados, han revelado un incremento en la supervivencia de éstos y
una reduccion de UFC/g en tejidos, resultados que animan a continuar
esta linea de investigacion. Cabe destacar el uso experimental de
vacunas contra Pythium insidiosum, Penicillium marneffei, Coccidioides
immitis e  Histoplasma capsulatum con resultados exitosos

(Thitithanyanont et al. 1998; Wong et al. 2002).
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1.4. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD IN VITRO A LOS ANTIFUNGICOS

1.4.1. Estandarizacién de la metodologia

Los resultados de sensibilidad in vitro a los antimicrobianos pueden
constituir una excelente referencia para el tratamiento de determinados
procesos infecciosos. En el caso de los hongos filamentosos las
dificultades son mayores ya que son varias las circunstancias que hacen
que resulte dificil la evaluacién de las pruebas in vitro. En primer lugar el
crecimiento lento de dichos microorganismos condiciona periodos de
incubacion mas largos con lo que las propiedades de los antifungicos
pueden alterarse perdiendo asi parte de su actividad. En segundo lugar y
debido a la baja incidencia de las infecciones fungicas, la definicion de
los puntos de corte son dificiles de establecer.

En el afno 1982, el National Comittee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) de E.E.U.U., cre6 un subcomité para Ila
estandarizacion de las pruebas de sensibilidad a los antifungicos. El
objetivo principal fue el de tratar de unificar los criterios metodoldgicos,
primero con las levaduras y mas tarde con los hongos filamentosos. Tras
varias publicaciones preliminares, en 2002 el NCCLS publico el
documento M27-A2 (NCCLS, 2002) para el ensayo de antifungicos con
levaduras y el M38-A (NCCLS, 2002) para los hongos filamentosos.
Ambos documentos proponen un método de microdilucidn en medio

liquido y establecen las variables experimentales criticas para los
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ensayos in vitro. Describen la preparacion del inéculo, el medio de
cultivo, las temperaturas y tiempos de incubacién mas adecuados asi
como los criterios de lectura. Desde su aparicion, los protocolos
establecidos por el NCCLS, han sido aceptados universalmente como el
método de referencia para el ensayo de la actividad in vitro de los
compuestos antifungicos. Sin embargo algunos estudios han puesto de
manifiesto su falta de reproducibilidad (Carrillo-Mufioz y Torres-
Rodriguez, 1993; Rex et al., 1993; 2001; Llop et al., 2000a, 2000b). EI
documento M38-A, a nuestro juicio, presenta limitaciones importantes.
Asi por ejemplo, tan so6lo se centra en los ensayos in vitro de la
anfotericina B, la 5-fluorocitosina y algunos azoles; sin hacer mencion a
los nuevos compuestos que actualmente se encuentran en una
importante fase de desarrollo como son las sordarinas y las
equinocandinas. Por otra parte establece las distintas variables a tener
en cuenta para realizar los ensayos con Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Rhizopus arrhizus, Pseudalleschecia boydii y Sporothrix schenkii, sin
hacer mencion a otras especies también importantes desde el punto de
vista clinico como son los dermatofitos, los hongos dimorficos, y otras
especies de hongos miceliares oportunistas de importancia clinica. Hasta
la fecha no existe consenso acerca de cuales deben ser los puntos de
corte para considerar a una cepa sensible o resistente a los diferentes
compuestos antifungicos. Existen muy pocos estudios que correlacionen

los resultados obtenidos in vitro con la respuesta terapéutica in vivo. Se
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acepta, sin embargo, que el hecho de que una cepa sea sensible in vitro
no es suficiente para predecir el éxito terapéutico, pero un valor elevado
de CMI de un determinado antifungico puede predecir con mayor

exactitud un posible un fallo terapéutico (Rex et al., 1993).

1.4.2. Métodos comercializados

La laboriosidad y complejidad de la metodologia propuesta por el
NCCLS es poco compatible con su uso cotidiano en los centros
hospitalarios. Se trata de un método poco practico, laborioso y la
interpretacion de los resultados debe ser realizada por personal
experimentado. Para intentar soslayar estos inconvenientes, se han
comercializado diferentes métodos de una mas sencilla y rapida
ejecucién e interpretacion. Sin embargo los resultados obtenidos no
siempre guardan una buena correlacion con los obtenidos mediante el
micrométodo siguiendo las directrices del NCCLS (Ramani y Chaturvedi,

2003).

1.4.2.1. Etest®

Este sistema desarrollado por AB BIODISK de Suecia, consiste en
la utilizacion de unas tiras de plastico impregnadas con una
concentracion decreciente del antifungico (Fig. 12). La tira se situa sobre
el medio de cultivo sélido (RPMI) previamente inoculado con el hongo y

se incuba. El antifungico difunde en el medio de cultivo manteniendo en

35



Introduccion

este la gradacion de concentracidon presente en la tira. Tras el
crecimiento fungico, la CMI se interpreta como la concentracion mas baja
de antifungico que inhibe el crecimiento del hongo en los margenes de la
tira. La aparente facilidad del método E-test® contrasta con la dificultad
en la lectura e interpretacion de los resultados obtenidos con algunas
especies de hongos filamentosos. Estudios comparativos entre Etest® y
el procedimiento estandar, han puesto de manifiesto la buena correlacién
entre ambos métodos en el caso de las levaduras (Espinel-Ingroff 1994;
Colombo et al., 1995a; 1995b; Chen et al., 1996; Carrillo-Munoz et al.,
2001).

En el caso de los hongos filamentosos la correlacién entre ambos
sistemas es variable. Szekely y colaboradores, obtuvieron un excelente
nivel de correlacién (cercano al 100%) con algunas especies de
Aspergillus, Absidia y Scopulariopsios ensayando anfotericina B e
itraconazol. Sin embargo en el caso de otros hongos filamentosos tales
como Scedosporium, el nivel de concordancia entre ambos métodos fue
especialmente bajo en los ensayos con anfotericina B (20% de

concordancia) (Szekely et al.,1999).
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Fig.12. Técnica de Etest para la determinacion de la sensibilidad a los antifungicos

Se ha comprobado también que los valores de CMI obtenidos con
Etest® varian segun el tiempo de incubacién y dependen de la cepa
ensayada (Espinel-Ingroff 2001; Espinel-Ingroff y Rezusta, 2002;
Fernandez-Torres et al., 2002). Otro inconveniente del método reside en
el heho de que algunos antifungicos difunden mal en agar (Proctor y
McKenzie, 1980; Saag y Dismukes, 1988) con lo que es necesario
realizar estudios especificos con dichos compuestos para establecer

condiciones mas fiables y reproducibles.

1.4.2.2. Sensititre Yeast One®

El sistema comercial desarrollado por Trek Diagnostic Systems
Inc., se basa en la técnica de microdilucion recomendada por el NCCLS.
La diferencia entre ambos se basa en la incorporacién en las microplacas

de Sensititre Yeast One® de un indicador, el Alamar Blue®. Cuando se
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produce el crecimiento del hongo, su actividad metabdlica oxida el
indicador y éste cambia de color (de azul a rosa). La lectura de las
microplacas se realiza teniendo en cuenta el viraje del indicador, asi se
considera la CMI como la menor dilucién de antifungico, en la que no se

observa cambio de color (Fig. 13).
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Fig. 13. Ejemplo de un panel de Sensititre Yeast One® donde se observa el viraje de
color en los pocillos donde se ha producido la oxidacion-reduccién del indicador

(pocillos rosa). Los pocillos azules indican que no se ha producido crecimiento.

Si bien este sistema ha demostrado una alta reproducibilidad y
equivalencia en los resultados obtenidos segun las recomendaciones del
NCCLS, algunos autores han detectado una baja correlacion entre
Sensititre Yeast One® y el NCCLS en el caso de algunos hongos

filamentosos como Aspergillus fumigatus (Jahn et al., 1996).
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1.4.2.3. ASTY colorimetric panel®

El ASTY colorimetric panel® es un método comercializado similar a
Sensititre Yeast One® basado también en el micrométodo propuesto por
el NCCLS e incorpora un indicador colorimétrico de pH. Esta técnica
permite determinar las CMI de anfotericina B, fluconazol, itraconazol y 5-
fluorocitosina. Los estudios comparativos entre ASTY® y NCCLS en el
ensayo de Candida spp. han mostrado un gran nivel de concordancia,
superior al 95%. Sin embargo el tiempo de incubacién es una importante
variable que debe ser estandarizada a fin de obtener resultados fiables
ya que se han observado cambios sustanciales en las CMI que

dependian del tiempo de incubacion (Pfaller et al., 1998).

1.4.2.4. Fungitest®

Fungitest® es otro de los sistemas colorimétricos comercializados.
Al igual que los sistemas descritos anteriormente, presenta niveles de
concordancia variables con el NCCLS en las especies ensayadas. Se ha
observado buena correlacion entre ambos métodos en el caso de la
anfotericina B y la 5-fluorocitosina ensayando Candida spp. Yy
Cryptococcus neoformans (Davey et al., 1998; Willinger et al., 2002). Sin
embargo en los ensayos realizados con azoles Fungitest® posee muy
escasa capacidad para detectar cepas de Candida resistentes (Witthuhn

et al., 1999)
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Los sistemas comercializados aqui expuestos representan
métodos sencillos para realizar los ensayos de sensibilidad in vitro con
levaduras (Giammanco et al., 2001; Morace et al., 2002). En el caso de
los hongos filamentosos es menor que y existen pocos trabajos al
respecto con lo que es dificil sacar conclusiones generales su fiabilidad

en el ensayo de estos microorganismos.
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1.5. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD IN VIVO A LOS ANTIFUNGICOS

En las primeras fases del desarrollo de un nuevo antifungico (fase
pre-clinica), los estudios in vitro son utiles para determinar su eficacia en
la inhibicion del crecimiento de microorganismos patogenos. Estos
estudios determinaran el potencial valor terapéutico del antifungico.
Posteriormente los ensayos en cultivos celulares permitiran evaluar su
potencial carcinogénesis asi como otros efectos tdxicos. Antes de lleva a
cabo los estudios clinicos es imprescindible ralizar estudios pre-clinicos
para dterminar el potencial terapéutico del antifungico en modelos
animales. Los primeros estudios en animales de experimentacidon estan
orientados a elucidar la farmacocinética y farmacodinamica del nuevo
compuesto. Estos estudios incluyen la eleccion de la ruta de
administracion mas adecuada, su distribucion en los tejidos, su
metabolizacion y excrecion y la interaccion con otros farmacos (Graybill,
2000). Para demostrar su eficacia terapéutica, es necesario desarrollar
previamente un modelo animal que emule el proceso de la enfermedad
infecciosa observada en clinica humana. La eficacia de la terapia se
puede evaluar mediante la prolongacion de la supervivencia de los
animales infectados y/o la reduccién de la carga fungica detectable en los
organos, asi como la determinacién de la patologia tisular (Graybill
1986). La eficacia de un farmaco es altamente dependiente de las

condiciones de experimentacién, la absorcion, distribucion 'y
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metabolizacion del farmaco, el tamafio del inéculo, la ruta de infeccién, el
estado inmunitario del huésped y la duracion del tratamiento (Graybill,
2000). El animal de experimentacion sera seleccionado de acuerdo a la
farmacocinética, toxicidad y otras caracteristicas del antifungico en
estudio. El animal mas utilizado en el ensayo de nuevos compuestos
antifungicos es el raton debido a la enorme experiencia acumulada, la
facilidad en su manejo, adquisicién y mantenimiento y a la similitud, en
muchos casos, de la progresion de la infeccion con las observaciones
realizadas en humanos (Graybill, 2000). En las ocasiones en las que el
ratbn no cumple estos requisitos o bien, cuando es necesario contrastar
los resultados con los obtenidos en otros animales de experimentacion,
la rata, conejo o cobaya son los animales de eleccion. Sélo cuando se
han obtenido resultados satisfactorios en los estudios pre-clinicos se
inician los estudios clinicos. Aproximadamente sélo un 0.1% de los
compuestos evaluados en los estudios pre-clinicos llegan a ser
ensayados en clinica. En los ensayos experimentales clinicos se valora
la dosis de administracion en voluntarios sanos (Fase 1), la efectividad y
la afinidad por los tejidos diana en pacientes voluntarios (Fase Il) asi
como la efectividad y los efectos en administraciones prolongadas (Fase
llI). En al aino 2001 tan sélo un 0.05 % de los medicamentos
experimentales fueron aprobados por la FDA (Food and Drug

Administration) de E.E.U.U para su uso clinico. El coste que representa
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para la industria farmacéutica la aprobacién de un farmaco alcanza los

30 mil millones de ddlares (Spilker, 2000).
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Objetivos

Las infecciones oportunistas constituyen un grave problema de la
medicina actual que afecta principalmente a los enfermos
inmunodeprimidos. Los hongos filamentosos oportunistas mas frecuentes
en nuestro medio son probablemente Aspergillus fumigatus, Fusarium
spp., Scedosporium  prolificans, Scedosporium apiospermum 'y
Paecilomyces spp. Dichos hongos suelen ser resistentes a la mayoria de
antifungicos disponibles y causan una elevada tasa de mortalidad. Es por
ello que el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento de estas infecciones constituye una necesidad de primer
orden para el control de las mismas.

El objetivo principal de esta tesis ha sido evaluar la actividad de
nuevos antifungicos tales como albaconazol (Uriach), voriconazol
(Pfizer), ravuconazol (Bristol-Myers Squibb), micafungina (Fujisawa) y
nikomicina Z (Shaman Pharmaceutical) frente a los hongos oportunistas
de mayor relevancia clinica. La utilizacion de los modelos animales
adecuados para determinar la efectividad estas moléculas esta en
funcion de su farmacocinética. Para ello hemos tenido que desarrollar un
modelo animal adecuado para cada farmaco. También nos hemos
propuesto ensayar combinaciones de antifungicos cuando la monoterapia

no ha mostrado eficacia. Los objetivos concretos han sido:

- Considerando que nuestro grupo ha puesto a punto y ha demostrado la

utilidad del método de microdilucion en medio liquido para la
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determinacion de la sensibilidad a los antifungicos de los hongos
filamentosos, evaluar la utilidad del método colorimétrico Sensititre Yeast
One®, comparando los resultados con los obtenidos siguiendo las
recomendaciones del NCCLS. Este método colorimétrico es de

interpretacion menos subjetiva y de mas sencilla realizacion.

- Determinar la actividad in vitro del albaconazol frente a hongos

filamentosos oportunistas de interés clinico.

- Desarrollar un modelo de infeccion diseminada por S. prolificans en
conejos y evaluar la eficacia del albaconazol en el tratamiento

experimental de dicha infeccion.

- Determinar la eficacia in vivo de voriconazol en el tratamiento de la

infeccion sistémica por S. apiospermum en ratdén y cobaya.

- Determinar la eficacia de la anfotericina B, la anfotericina B liposémica
y el ravuconazol en una infeccion sistémica experimental por S.

apiospermum en ratén.

- Determinar la eficacia in vivo de la micafungina, sola o en combinacién
con itraconazol, anfotericina B o nikomicina Z, en el tratamiento de

aspergilosis sistémica en ratones.

46



Objetivos

- Desarrollar un modelo de aspergilosis cerebral en ratones vy
determinar la eficacia del itraconazol y la anfotericina B para su

tratamiento.

- Desarrollar un modelo de infeccion sistémica por Paecilomyces

lilacinus en ratones y determinar la eficacia del tratamiento con

ravuconazol y terbinafina solos o en combinacién.

- Desarrollar un modelo de fusariosis en cobayas para el posterior de

ensayo sobre la actividad de nuevos antifungicos.
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Materiales y métodos

3.1. ESTUDIOS IN VITRO

3.1.1. Cepas

Para efectuar las pruebas de sensibilidad a los antifungicos, se
seleccionaron diferentes especies de hongos filamentosos oportunistas de
interés clinico. Se estudiaron un total de 119 cepas que incluyeron 7
especies de hongos hialinos: Fusarium solani (10 cepas), Paecilomyces
variotii (10 cepas), Paecilomyces lilacinus (10 cepas), Aspergillus fumigatus
(10 cepas), Aspergillus flavus (11 cepas) y Aspergillus niger (11 cepas).
Tres especies de hongos dematiaceos: Chaetomium globosum (10 cepas),
Scytalidium lignicola (2 cepas) y Scytalidium dimidiatum (3 cepas). Se
realizaron estudios con 6 especies de hongos dermatofitos: Microsporum
canis (5 cepas), Microsporum gypseum (10 cepas), Epidermophyton
floccosum (7 cepas), Trichophyton tonsurans (7 cepas), Trichophyton

rubrum (5 cepas) y Trichophyton mentagrophytes (8 cepas).

3.1.2. Conservacion de las cepas

Las cepas se conservaron en bloques de agar patata y dextrosa
(APD) en viales de vidrio con agua destilada estéril a temperatura ambiente.
Otro sistema utilizado fue cubrir los cultivos fungicos desarrollados en tubos
de plastico de 10 ml de APD inclinado, con parafina y guardados a

temperatura ambiente. Por ultimo, algunas de las cepas se conservaron
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3.1.4.2. Preparacion de los inéculos

Las cepas estudiadas fueron subcultivadas en placas de APD. Una
vez observado un crecimiento de los cultivos considerado suficiente, las
placas fueron cubiertas con 3 — 5 ml de solucién fisiolégica. La superficie
de las colonias fue arrastrada suavemente con un asa de cultivo a fin de
obtener una suspension mezcla de conidos, fragmentos de hifas y restos
de agar. Dicha suspension fue filtrada a través de gasa estéril para
obtener una suspension exclusivamente constituida por conidios. Luego
se ajustaron a la concentracion de 4x10° — 5x10° conidios/ml mediante
recuento en camara de Neubauer, realizando a continuacion diluciones

1/50 en RPMI.

3.1.4.3. Dispensacién en microplacas

En la figura 15 se representa un esquema de la distribucion de los
antifungicos en la microplaca. Las diluciones seriadas de antifungico se
dispensaron en cada uno de los pocillos de cada fila con la ayuda de una
micropipeta multicanal, de este modo en cada fila se obtenia una serie
decreciente de concentraciones de cada antifungico. La primera columna
(A) contenia la concentracion mas alta y la columna J la mas baja. Las
dos ultimas columnas (K y L) se utilizaron como control del medio de
cultivo (C-) y como control de crecimiento de las cepas (C+),
respectivamente. Esta distribucion del antifungico en la microplaca

permitia realizar las pruebas de sensibilidad-resistencia de 8 cepas (una
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por cada fila). La ultima fila (9) se reservé para la cepa control

Paecilomyces variotii ATCC 36257.

A B C D E F G H K

16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 C- C+
16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 C- C+
16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 C- C+
16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 C- C+
16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 C- C+
16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 C- C+
16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 C- C+
16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 C- C+
16* Y 4~ 2" 1~ 0.5* 0.25* 0.125* 0.06" 0.03" C-* C+*

Fig. 15. Esquema correspondiente a la distribucion de las concentraciones de

antifungico en la microplaca. Las concentraciones estan expresadas en pl/ml.

*, Cepa control

C-, Control del medio de cultivo (ausencia de antifungico e indculo)

C+, Control de crecimiento de la cepa (ausencia de antifingico)

Las placas se congelaron a —30°C para su conservacion por un

tiempo maximo de 2 meses.

En el

momento de utilizarlas, se

descongelaban a temperatura ambiente y se dispensan 100ul de la

56




Materiales y métodos

suspensidon de esporas en cada pocillo, obteniéndose una concentracidon

final de esporas en cada microplaca de 4x10° — 5x10* UFC/m.

3.1.4.4. Lectura e interpretacion de los resultados.

Una vez dispensado el indculo en la microplaca, ésta se incubaba
a la temperatura Optima dependiendo de las especies ensayadas. La
lectura de la microplaca se realizaba una vez observado crecimiento en
la columna correspondiente al control de crecimiento C+ (columna L).
Para la lectura se utilizaba un espejo invertido y se evaluaba el
crecimiento fungico en cada uno de los pocillos con una escala de 0 a 4.
Se asignaba un valor de 4 a aquellos pocillos cuyo crecimiento era igual
al del pocillo control (C+), es decir, 0% de inhibicidon, 3 para 25% de
inhibicion, 2 para el 50%, 1 para escaso crecimiento y O en el caso de no
observarse crecimiento del hongo. Se consideraba la CMI como la menor
concentracion de antifungico capaz de inhibir un 50% del crecimiento en

el caso de los azoles, y un 100% para la AMB.
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3.2. ESTUDIOS IN VIVO
3.2.1. Cepas

Las especies utilizadas para los estudios in vivo fueron
Scedosporium prolificans, S. apiospermum, Paecilomyces variotii,

Fusarium oxysporum, F. solani'y Aspergillus fumigatus.

3.2.2. Animales

Para el desarrollo de modelos animales de infeccién causada por
hongos miceliares oportunistas y su posterior tratamiento, se utilizaron
ratones, conejos y cobayos.
. Ratones machos “outbred” CD-1 y OF-1 (Charles River , Wilmington,
E.E.U.U. y Barcelona, Espaia)
. Ratones “inbred” BALB/c, C57BL/6, DBA/2 (Charles River, Wilmington,
E.E.U.U.)
. Conejos machos New Zeeland (San Bernardo, Navarra, Espana)

. Cobayas machos Hartley (Charles River, Barcelona, Espafia)

3.2.3. Inmunosupresion

Se utilizaron dos pautas diferentes de inmunosupresion:
. Combinacion de ciclofosfamida con 5-fluorouracilo. La
ciclofosfamida se administr6 en wuna dosis de 200 mg/Kg
intraperitonealmente y el 5-fluorouracilo en dosis de 150 mg/Kg

intravenosamente. Ambos fueron administrados el mismo dia de la
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infeccion (dia 0). Esta pauta de inmunodepresidon soélo se empled en
estudios realizados con ratones.

. Ciclofosfamida. También se utilizaron dosis repetidas de
ciclofosfamida (200 mg/Kg i.p.) en algunos estudios realizados con
ratones, comenzando tres dias antes de la infeccion (dia -3) y repitiendo
la administracion cada 5 dias. En los estudios que realizamos con
cobayas, la dosis de ciclofosfamida fue de 100 mg/kg, comenzando el dia

-3 y continuando la administracion cada 2 dias.

3.2.4. Infeccién de los animales

La metodologia para producir la infeccidn en los animales se
establecié en funcidon del modelo experimental empleado. Para ello
utilizamos diferentes vias de inoculacién. Para el establecimiento de la
scedosporiosis y aspergilosis sistémicas en ratén, los indculos se
administraron intravenosamente a través de la vena lateral de la cola. En
el caso de la scedosporiosis sistémica en conejos, empleamos la vena
lateral de la oreja como via de infeccion y la vena lateral del pene en las
cobayas. Utilizamos una via diferente de la intravenosa para establecer
el modelo de aspergilosis cerebral. En este caso los animales, una vez
anestesiados, se inocularon mediante puncion intracraneal a través de la

fontanela.
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3.2.5. Antifungicos

Se ha evaluado la eficacia de los siguientes agentes antifungicos
frente a infecciones inducidas en modelos animales:
. Albaconazol (ABC). Suministrado por Uriach, Barcelona, Espafia
. Anfotericina B (AMB). Como Fungizona®, Obtenido de Squibb Industria
Farmacéutica, Madrid, Espafia y Pharma Tek, Inc., Huntington, NY,
E.E.U.U.
. Anfotericina B liposémica (AMBL). Como AmBisome® Sumistrado por
Gilead Sciences S. A., Madrid, Espana.
. Itraconazol (ICZ). Suministrado por Janssen Research Foundation,
Beerse, Bélgica.

. Micafungina (MCF). Suministrado por Fujisawa GmbH, Mduinchen,
Alemania.

. Nikomicina Z (NKZ). Sumintrado por Shaman Pharmaceutical, South
San Francisco, E.E.U.U.

. Ravuconazol (RCZ). Suministrado por Squibb Industria Farmacéutica,
New Brunswick, N. J., E.E.U.U.

. Terbinafina (TBF). Suministrado por Novartis, Basel, Suiza.

. Voriconazol (VCZ). Suministrado por Pfizer, Madrid, Espafia.
La administracién de los compuestos antifungicos y la duracion de

los tratamientos se realizaron teniendo en cuenta la solubilidad y

farmacocinética de los mismos. Los antifungicos fueron disueltos en
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polietilenglicol 200 (PEG 200), B-ciclodextrina (B-CDX), dimetilsulfoxido

(DMSO) o carboximetil celulosa (CXC), segun se detalla en la tabla 1.

Sustancia activa Disolvente
Albaconazol CXC+ DMSO
Anfotericina B desoxicolato Agua destilada’
Anfotericina B liposomal Agua destilada’
Itraconazol B-CDX
Micafungina Solucion salina
Nikomicina Z 10% DMSO + PEG 200

(v/v)
Ravuconazol PEG 200
Terbinafina PEG 200
Voriconazol PEG 200

Tabla 1. Disolventes utilizados para la preparacién de las soluciones stock delos
antifungicos suministrados a los animales.
" La concentracion final para la administracion se realizé diluyendo en solucion

glucosada 5%.

3.2.6. Tratamientos

Los tratamientos se iniciaron 24 h. después de la infeccion (dia 1) y
se administraron diariamente durante 10 dias. En la tabla 2 se muestran
las vias de administracién para cada uno de los antifungicos utilizados en

los diferentes tratamientos.
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Sustancia activa Animal Via de Volumen

administracion administrado

Albaconazol Conejo Oral 5 ml
Anfotericina B desoxicolato Ratén Intravenosa
Intraperitoneal 0.2 mi
Conejo Intravenosa 0.2 mi
Cobaya Intraperitoneal 0.5 ml
Anfotericina B liposomal Ratén Intravenosa 0.2 ml
Itraconazol Ratoén Oral 0.1 ml
Micafungina Raton Oral 0.1 ml
Nikomicina Z Raton Subcutanea 0.1 ml
Ravuconazol Ratén Oral 0.1 ml
Terbinafina Ratoén Oral 0.1 ml
Voriconazol Ratoén Oral 0.1 ml
Cobaya Oral 25 ml

Tabla 2. Relacién de vias de administracion de farmacos y volumenes administrados

segun el modelo animal desarrollado.

3.2.7. Recuperacion fungica a partir de érganos del animal infectado
Los animales que presentaban alteraciones importantes, tanto
fisicas como de comportamiento, o aquellos que sobrevivieron al tiempo
de observacion (14 dias aproximadamente), fueron sacrificados segun
los protocolos aprobados por el Comité Etico de la Universitat Rovira i
Virgili. EI método de sacrificio utilizado, siempre fue el mas adecuado al
peso del animal y el menos traumatico. En la tabla 3 se resumen los
métodos utilizados para el sacrificio humanitario de los animales.
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Animal (peso) Método de eutanasia

Ratén (25-35 g) Dislocacion cervical
Anoxia por inhalacién de CO,
Sobredosificacion de halotano por inhalacion

Conejo (2000-3000 g) Sobredosificacion de pentotal sédico i.v.
(0.5g/animal)

Cobaya (400-600 g) Sobredosificacion de pentotal sédico i.p.

(0.3g/animal)

Tabla 3. Métodos de eutanasia aplicados en funcién del modelo animal utilizado

Una vez sacrificados los animales, se extrajeron los 6rganos diana
utilizando material quirargico estéril de acuerdo con nuestra propia
experiencia o en base a estudios previos realizados por otros autores.
Principalmente se estudiaron riidn, bazo, higado, pulmones, corazén y
cerebro. Se pesaron los 6rganos o fracciones de éstos, y se introdujeron
en tubos estériles de 10 ml con 1 — 2 ml de soluciéon salina. Se
homogenizaron con varillas de vidrio o mediante un homogenizador de
tejidos (Tissumizer®, Tekmar, Cincinnati, E.E.U.U.). Se realizaron

diluciones seriadas 1:10 de los homogenizados y se sembraron en
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placas de APD. Se incubaron a 30°C realizando el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) a las 96 h de incubacion. La carga fungica

en los drganos se expresaron en UFC/g segun la siguiente formula:

UFC / ml x (peso del 6rgano + ml utilizados para homogenizar)*

UFC/g =

Peso del 6rgano

(*) Se considera que 1 g de tejido ocupa un volumen de 1 ml.

3.2.8. Analisis estadistico

Los analisis de supervivencia fueron evaluados mediante el test de
Kaplan-Meyer utilizando el programa informatico Graph Pad Prism.
Versiéon 3.00 para Windows. La carga fungica en los érganos fue

analizada mediante el test U de Mann-Whitney.

3.2.9. Histopatologia

Una porcion de aproximadamente 1 — 2 g de los 6rganos extraidos
fue fijada en formol 10% para su posterior estudio histopatoloégico, que
incluyé una primera observacion macroscopica de los especimenes y

una posterior observacion microscopica.
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3.2.9.1. Observacion macroscopica
Se puso especial atencion en el aspecto de los 6rganos (tamario,

color, textura) y en la presencia / ausencia de granulomas o abscesos.

3.2.9.2. Observacion microscopica

La observacion microscopica de los tejidos permitia obtener
informacién sobre la presencia y desarrollo fungico en los tejidos. El
procedimiento utilizado para la preparacion y tincion de las muestras fue

el siguiente:

3.2.9.2.1. Deshidratacién de las muestras

La deshidratacién de las muestras se realizaba sumergiendo las
piezas en concentraciones crecientes de alcohol etilico. Primero en
alcohol 70% durante cuatro horas y a continuacion en alcohol de 96%
durante dos horas y de 100% durante tres horas. Una vez deshidratadas,
las muestras se sumergian en xilol durante 2 — 3 horas con el fin de
eliminar el alcohol residual de las piezas.
3.2.9.2.2. Parafinado

Una vez eliminado el alcohol de los tejidos, se procedia a la
inclusién de las muestras en una mezcla de parafina blanda y xilol (a
partes iguales durante una hora), luego se introducian en xilol saturado
de parafina. Para obtener un parafinado 6ptimo, las muestras se dejaban

8 horas en parafina blanda (a 50 — 55 °C). Luego se introducian las
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piezas en parafina de punto de fusion de 56 — 58 °C durante 4 horas a
60°C hasta conseguir la total impregnacion de los tejidos. El colado de

los bloques de parafina se realizaba en cubetas de plastico.

3.2.9.2.3. Realizacién de cortes histolégicos
Se realizaban cortes seriados de las piezas parafinadas de 3 um

de grosor utilizando un microtomo.

3.2.9.2.4. Desparafinado y rehidrataciéon de las muestras

Antes de tefir, las muestras debian ser desparafinadas vy
rehidratadas para obtener preparaciones histoldgicas de calidad. Las
muestras se cubrian con xilol durante 10 minutos. Luego se introducian
en concentraciones decrecientes de alcohol isopropilico, primero en
alcohol puro y después en alcohol 80% por un espacio de tiempo de 5

minutos en ambos casos.

3.2.9.2.5. Tinciéon de las muestras

Las técnicas de tincion fueron:
. Hematoxilina-eosina (H-E). En las muestras tefiidas con dicha tincion, el
citoplasma celular, las sustancias hialinas, amiloides y el colageno
presentaban color rosado. Las estructuras fungicas, los nucleos celulares

y sustancias mucoides se tefiian de morado.
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. Acido periédico de Schiff (PAS). Los nucleos celulares se tifien de color
morado, mientras que los mucopolisacaridos y las estructuras fungicas
presentaban un color rojo.

. Nitrato de metenamina argéntica de Grocott (GMS). Los tejidos adoptan

una coloracion verde y las células fungicas color negro.
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Efficacy of Voriconazole in Treatment of Systemic Scedosporiosis in

Neutropenic Mice

J. Capilla, C. Serena, F. J. Pastor, M. Ortoneda, J. Guarro

ABSTRACT

Scedosporium apiospermum is an opportunistic flamentous fungi
which causes severe infections not only in immunodepressed but also in
immunocompetent patients. Generally, patients are treated with
amphotericin B (AMB) alone or in combination with other antifungal drugs
but outcomes are often unsuccessful. We have evaluated the efficacy of
voriconazole (VRC) in the prolongation of survival and the reduction of
tissue burden in a murine model of systemic scedosporiosis. The survival
of mice treated with VRC at 5, 20 or 40 mg/kg/day significantly increased
in comparison with that of the control group (p < 0.043) and the AMB-
treated group (p < 0.05). AMB was ineffective at reducing the fungal load
in all the organs studied but VRC at 40 mg/kg/day significantly reduced
tissue burden in the liver and brain ( p < 0.001 in both organs) in
comparison with the control, and in the spleen (p = 0.04) in comparison

with the AMB-treated group.
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INTRODUCTION

Scedosporium apiospermum is an opportunistic flamentous fungus
which causes severe infections not only in immunodepressed but also in
immunocompetent patients. After Aspergillus fumigatus, it is one of the
most common opportunistic pathogens filamentous fungi. Pathogenicity
depends on the host’'s immune system status and the way of infection.
Direct and traumatic inoculation is frequent and not only responsible for
mycetomas but also for infections in many other body sites in
immunocompetent patients (5, 14). Airways are probably the most
frequent mode of penetration in immunosuppressed patients and can lead
to invasive and usually fatal infections. The high tropism of S.
apiospermum for the central nervous system (CNS) has been repeatedly
documented by various authors (2, 16, 21). The treatment of severe
scedosporiosis is far from being resolved. These infections are generally
treated with amphotericin B (AMB) alone or in combination with other
antifungal drugs such as itraconazole, flucytosine, fluconazole or
miconazole, but outcomes are often unsuccessful. In vitro studies
revealed that this fungus is resistant to the available antifungal drugs (4,
8, 19). Voriconazole (VRC) is one of the few drugs that have shown some
in vitro activity against this fungus (8). Further studies in appropriate
animal models are needed to confirm the activity of voriconazole.
However, serum concentrations of VRC are very low, even undetectable,

in mice due to the rapid clearance of the drug by the citochrome P450
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enzymatic complex (24). Some authors have demonstrated the inhibitory
effect of grapefruit juice on the citochrome P450 enzymes that are
involved in the metabolism of VRC (9), which can be useful for increasing
the murine serum concentrations of VRC (25). In the present study we
have evaluated the efficacy of VRC in a systemic infection by S.
apiospermum in immunodeppressed mice drinking grapefruit juice instead

of water.

Materials and Methods

Organism. The clinical strain S. apiospermum FMR 6694, isolated from a
human cerebral abscess was used in this study. The fungus was stored in
slant cultures covered with sterile paraffin oil and subcultured on potato
dextrose agar (PDA) plates at 35 °C for 7 days. In a previous in vitro

study the MIC of VRC against this strain was 1 pg/ml (data not shown).

Inoculum. The inoculum was prepared by scraping the sporulated fungus
from the agar plates with a loop and suspending them in sterile saline
solution. The suspension was filtered through sterile gauze to remove the
hyphae and the resultant conidia suspension was manually counted with
a hemocytometer. The hemacytometer count was verified by enumerating
the colony forming units (CFU) per milliliter of serial dilutions on PDA

plates, which were incubated at 30° C for 96 h.
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Animals. Male OF-1 mice weighting 30 g obtained from Charles River
were used in the study. Groups of 10 animals were housed in standard
conditions, with drink and feed ad libitum. Conditions were approved by

the Animal Welfare Committee of the Rovira i Virgili University.

Induction of neutropenia. Animals were immunodeppressed by a single
dose of ciclophosphamide at 200 mg/kg administered intraperitoneally
(i.p.) (Genoxal®, Laboratorios Funk, Barcelona, Spain) plus 5-fluorouracil
intravenously (i.v.) at 150 mg/kg (Productos Roche, Madrid, Spain) one

day prior to the infection.

Drugs. VRC was provided by Pfizer (Madrid, Spain). Stock solutions of
this drug were prepared in polyethylene glycol 200 (PEG 200). AMB was
purchased from Squibb Industria Farmacéutica (Spain) and reconstituted

according the manufacturer’s instructions.

Survival study. Six groups of 10 animals were infected with an inoculum
of 1x10% CFU i. v. via the lateral tail vein. Mice treated with VRC received
5, 20 or 40 mg/kg/day of the drug by gavage (p. 0.). Amphotericin B
deoxycolate (AMB) was administered at 0.8 mg/kg/day i. v. or 1
mg/kg/day i. p. of body weight. The control group received PEG 200 p .o.
All treatments were begun one day after challenge and administered daily

for 10 days. Three days prior to the infection the mice that received VRC
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or PEG 200 were given grapefruit juice (Hero Espafia, Murcia, Spain) to

drink in lieu of water.

Fungal burden study. Three groups of 10 animals were infected with an
inoculum of 3.4x10°> CFU i. v. The control group received PEG 200 and
the two treatment groups received AMB i .v. at 0.8 mg/kg/day and VRC p.
o. at 40 mg/kg/day, respectively. All treatments were administered daily
for 10 days and approximately 24 h after the last dose, the surviving
animals were sacrificed by inhalation of halotane. Brain, kidney, liver and
spleen were removed aseptically, weighted and homogenized in 2 ml of
saline 0.9%. Serial 10-fold dilutions of these homogenates were placed
on PDA plates and incubated at 35°C. After 72 — 96 h, the number of

CFU was determined.

Statistical analysis. Survival rates were evaluated with the Kaplan-
Meyer test and organ burdens were compared with the Mann-Whitney U

test using Graph Pad Prism software, version 3.00 for Windows.

RESULTS

Figure 1 shows the survival curves for the different groups of mice
included in the survival study. Untreated animals began to die on day 5
post infection and on day 8 no animals were alive. Mean survival time

(MST) of the control group was 6.8 days. Similar mortality was found in
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animals treated with AMB i. p. at 1 mg/kg (MST = 6.50 days) and with
AMB i. v. at 0.8 mg/kg (MST = 6.40). The survival of animals treated with
VRC increased significantly. They reached MSTs of 9.5, 8.2 and 11.5
days with doses of 5, 20 and 40 mg/kg/day, respectively (VRC at 5
mg/kg/day versus the control, P = 0.007; VRC at 5 mg/kg/day versus both
AMB treatments, no significant; VRC at 20 mg/kg/day versus the control
and AMB treatments, P < 0.05; VRC at 40 mg/kg/day compared to the
control and to both AMB treatments, P < 0.0002). VRC at 40 mg/kg was
more effective at prolonging survival than VRC at 20 mg/kg (p = 0.006)
but was not significant in comparison to VRC at 5 mg/kg. No significant
differences were found between the groups that received VRC 5 mg/kg
and VRC 20 mg/kg ( P = 0.28).

Quantitative cultures showed that the fungus disseminated to the four
organs tested (table 1). The most affected organs in untreated animals
were the brain (5.58 log 19 CFU/g) and kidneys (4.58 log 1o CFU/g). In the
spleen and liver, CFU counts were a bit lower (4.46 log 1o CFU/g and 4.04
log 10 CFU/g , respectivelly). AMB did not reduce tissue burden in any of
the studied organs. VRC significantly reduced tissue burden in the liver
(2.92 log 40 CFU/g) and brain (4.25 log 1o CFU/g) in comparison to the
control (p < 0.001 in both organs) and to the AMB treated mice ( p =
0.001 and p < 0.001, respectively). Tissue burden in the spleen and
kidney reduced somewhat in animals treated with VRC but the

differences with the control group were not significant. In the spleen of
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animals treated with VRC 40, CFU were significantly lower than in those

treated with AMB ( P = 0.04).

DISCUSSION

We have used a previously developed murine model of systemic S.
apiospermum infection (3, 22) to test the efficacy of VRC. Recently a
similar model has been described by Gonzalez et al. (13) although they
used a less virulent strain because, even though the inoculum was the
same, only 25% of mice died after 25 days. The differences in mortality
could be due to the different immunosuppresion regimens used in both
studies. We used cyclophosphamide plus 5-fluorouracil and Gonzalez et
al. (13) used cyclophosphamide alone. In previous studies, we
demonstrated some variability in the virulence of different S.
apiospermum strains (22), which could be another reason for the
mentioned differences between the models. Mice are the most useful
animal for testing antifungal compounds because they are easy to handle
and there is a considerable amount of information available about their
pathophysiology (1). However, as we mentioned above, they are not
suitable for testing VRC efficacy because the drug is quickly metabolized
by cytochrome P450 enzymes and serum concentrations are low or even
undetectable. The ability of grapefruit juice, an inhibitor of cytochrome
P450, to improve the pharmacological availability of different drugs in

mice is extensively documented (9, 17, 24). Mice that drink grapefruit
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juice ad libitum have high serum concentrations of VRC (24). This
pharmacokinetic interaction proved to be useful in resolving experimental
blastomycosis in mice (25). The present study was also positive in
prolonging the survival of mice infected with S. apiospermum in
comparison to those treated with AMB. In a previous study, we
demonstrated that grapefruit juice did not exert any in vitro or in vivo
inhibitory effect against this fungus (data not shown). The increase in
survival was markedly evident in animals than received VRC at 40 mg/kg;
half of them survived after 14 days. In humans S. apiospermum usually
presents tropism for CNS causing primary brain abscesses in
immunocompromissed patients which are usually fatal (16, 21). In
approximately half of the reported cases no site of S. apiospermum
infection, other than the CNS was found (2). Although correlations
between results obtained using animals models and the course of
infections in humans are not always good, this study and others (3, 13,
22) confirm this CNS tropism. In the present model, only animals
receiving VRC were able to reduce fungal load in the brain. Other animal
studies showed that VRC was also effective at resolving CNS infections
by Aspergillus fumigatus. and Candida krusei (6, 10, 11, 18). Although
few data still exist, clinical results on the role of VRC in human
scedosporiosis are very positive and seem to confirm the experimental

studies. In recent years, five human cases of disseminated infection by
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this fungus have been treated with VRC with very favorable outcomes
(12, 20, 21, 27).

For a long time amphotericin B has been the standard treatment agent for
invasive fungal diseases but its effectiveness is reduced by poor CNS
penetration, fungal resistance and toxicity (7). Treatments with liposomal
formulations of AMB did not show an adequate clinical response either
(26). Other azole antifungal agents such as itraconazole, or ketoconazole,
despite their greater penetration into brain tissues (7, 15), have
demonstrated poor activity against Scedosporium spp. (8). VRC, on the
other hand, is lipophilic and concentrations in CNS are therefore
significant (23). On basis of our results and those obtained by other
authors, VRC seems to be a therapeutical option for treating severe
scedosporiosis. However, additional studies are needed if the potential of

this drug in the treatment of this infection is to be determined .
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Figure legends

Figure 1. Survival curves of male immunosudeppressed OF-1 mice infected
intravenously with S. apiospermum and left untreated, given PEG 200, or treated with
AMB at a dose of 0.8 mg/kg i. v. or 1.5 mg/kg i. p. and VRC at 5, 20 or 40 mg/kg p. o.

Treatments were started on day 1 post infection and continued for 10 days.

Figure 1
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Table 1. Semiquantitative results of organ cultures of mice treated with antifungal therapy begun

24 h after challenge and sacrificed 24 h after completion of therapy

Mean logso CFU / g (C.I.)?

Treatment
(no. of animals)
Kidneys Spleen Liver Brain
Control (4) 4.58 (4.37-4.80) 4.46 (3.86-5.07) 4.04 (3.63-4.44) 5.58 (5.18-5.99)

AMB 0.8 mg/kg 5.14 (4.53-5.73) 4.82(4.49-5.13) 4.16 (3.84-4.48) 5.68 (5.40-5.97)
(5)
VRC 40 mg/kg  3.39 (0.87-5.91)  3.83°(3.12- 2.92 9 (2.49- 4.25%%(3.77-

9) 4.54) 3.35) 4.74)

@ C.l., confidence interval
® P =0.04 vs. AMB treated group
°P < 0.001 vs. control group.

4P <0.001 vs. AMB treated group
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Eficacia de Voriconazol en el Tratamiento de Scedosporiosis
Sistémica en Cobayas.
Correlacion in vivo / in vitro

J. Capilla, J. Guarro

Scedosporium apiospermum es un hongo filamentoso oportunista
que frecuentemente causa infecciones diseminadas en pacientes
inmunodeprimidos. Uno de los principales problemas en el tratamiento de
tales infecciones reside en la elevada resistencia que este hongo
presenta a los antifungicos convencionales, por lo que el éxito
terapéutico es muy bajo. Voriconazol (VCZ) es uno de los pocos
antifungicos que ha demostrado cierta actividad frente a S. apiospermum
en pacientes con scedosporiosis. Nosotros hemos desarrollado un
modelo de infeccion sistémica por dicho hongo en cobayas para evaluar
la eficacia del citado compuesto. Otro de los objetivos que perseguimos
fue el de demostrar la posible correlacién en la sensibilidad al VRC entre
los estudios in vitro e in vivo. Para ello se seleccionaron dos cepas de S.
apiospermum, una presumiblemente resistente al voriconazol y otra
sensible. Los resultados demostraron que VCZ es un farmaco que posee
una eficacia potencial para resolver la scedosporiosis sistémica cuando
la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la cepa ensayada es de 0.5-
1 yg/ml. Sin embargo, es inactiva en cepas para las cuales VCZ presenta

CMI de como minimo 8 pg/ml.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas. Se utilizaron dos cepas de Scedosporium apiospermum de
nuestra coleccion (FMR 6694 y FMR 6622). Ambas cepas se
conservaron a -80°C en forma de suspension de conidios en caldo de
patata y dextrosa (CPD) en una solucién de glicerol al 30%. La CMI de
voriconazol fue de 0.5-1ug/ml para la cepa FMR 6694 y de 8 ug/ml para

FMR 6622.

Inéculos. Las suspensiones de conidios se descongelaban a
temperatura ambiente y se dispensaban a razéon 100ul en 150 ml de
CPD. El cultivo fue incubado a 32°C con agitacién orbital (150 rpm)
durante 5 dias. La suspension de conidios obtenida se filtraba a través de
una gasa estéril y el filtrado se centrifugaba a 3000 rpm. durante 14 min.
Una vez desechado el sobrenadante, se resuspendia el sedimento en 10
ml de solucion salina estéril. La concentracion final de conidios se

ajustaba mediante una camara de Neubauer.

Animales. Se utilizaban cobayas albinas Hartley de 450 g de peso
(Charles River, Barcelona, Espana). Los animales se estabulaban en

condiciones estandar con bebida y comida ad libitum.

Inmunodepresion. Los animales fueron inmunodeprimidos mediante

dosis repetidas de ciclofosfamida i.p. a una concentracién de 100mg/kg.
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Las dosis se administraron los dias uno y tres previos a la infeccion (-3 y

-1) y los dias uno y tres después de la infeccidon (+1 y +3).

Infeccion. Los animales fueron infectados intravenosamente con una
suspensién de conidios. Para la cepa FMR 6694 se utilizdé un inéculo de

7.5x10° UFC/animal y para la cepa FMR 6622, 3x10° UFC/animal.

RESULTADOS

En la figura 1 se muestra la mortalidad de los animales infectados
con la cepa de S. apiospermum FMR 6694 y FMR 6622 en el estudio
preliminar de mortalidad. El tiempo medio de supervivencia (TMS) fue de
5.83 y 5.33 dias respectivamente. Las figuras 2 y 3 presentan la
supervivencia de los animales infectados con las cepas FMR 6694 y
FMR 6622, tratados con VCZ, respectivamente. Los animales utilizados
como control, recibieron uUnicamente PEG 200 y presentaron una
mortalidad similar a la de los animales empleados en el estudio
preliminar (TMS = 6.5 dias en el caso de la infeccién con la cepa FMR
6694 y TMS = 4.5 dias con la cepa FMR 6622). Los animales infectados
con la cepa FMR 6694, y tratados con VCZ a 10 o 20 mg/kg/dia,
incrementaron significativamente la supervivencia (p = 0.0033 y 0.0015
en comparacién con el grupo control, respectivamente) llegando al 100%
en aquellos que recibieron la dosis mas alta de VCZ. Sin embargo

aquellos animales infectados con la cepa FMR 6622 y que recibieron
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VCZ a 10 o 20 mg/kg/dia, no incrementaron el TMS y no se observaron
cambios significativos en su supervivencia ( p = 0.767 y 0.9778 respecto

a los animales del grupo control, respectivamente).

100w —=— FMR 6622
L. —— FMR 6994
O
c
g
= 60
c
4
5 40
n "

2
20
0 T T T T T T = T 1
0 2 4 6 8 10

Dias post-infeccion

Figura 1. Curvas de supervivencia de los animales control. Se utilizé6 un inéculo de 7.5x10°
UFC/animal con la cepa FMR 6694 y de 3x10° UFC/animal para la cepa FMR 6622.

100 A
| —— control
% 804 ——VCZ 20 mg/kg/dia
S . —e—\/CZ 10 mglkg/dia
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n |
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20
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Figura 2. Curvas de supervivencia de los animales infectados con S. apiospermum (FMR 6694)

a una concentracion de 3x10° UFC/animal. Los animales recibieron voriconazol (VCZ) p.o. a

dosis de 10 o 20 mg/kg/dia. El grupo control recibié PEG 200 como tratamiento placebo.
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Figura 3. Curvas de supervivencia de los animales infectados con S. apiospermum (FMR 6622)

a una concentracion de 7.5x10° UFC/animal. Los animales recibieron voriconazol (VCZ) p.o. a

dosis de 10 o 20 mg/kg/dia. El grupo control recibié PEG 200 como tratamiento placebo.
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Fracaso Terapéutico de Anfotericina B desoxicolato,
Anfotericina B liposomal y Ravuconazol en un Modelo Animal

de Scedosporiosis

J. Capilla, J. Guarro

Scedosporium apiospermum es un hongo causante de infecciones
sistémicas en pacientes inmunodeprimidos y habitualmente resistente a
los antifungicos. Ravuconazol (RVC) ha demostrado, en estudios previos
in vitro, actividad frente a este hongo filamentoso. Hemos desarrollado un
modelo animal de scedosporiosis sistémica para comparar la eficacia de
RVC con la de la anfotericina B convencional (AMB) y liposémica
(AMBL). Ninguno de los tres compuestos ensayados ha mostrado

eficacia en resolver la infeccion experimental en ratones.

MATERIALES Y METODOS.

Cepa. Utilizamos una cepa de S. apiospermum de nuestra coleccion
(FMR 6694) aislada de una infeccion sistémica fatal en un enfermo
hematoldgico. La cepa se conservo a -80°C en forma de suspensién de

conidios en caldo de patata y dextrosa (CPD) con un 30% de glicerol.

Inéculo. Tras descongelar a temperatura ambiente la suspensiéon de

conidios, se dispensaron100 ul de la misma en 150 ml de CPD. El cultivo
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fue incubado a 32°C con agitacion orbital (150 rpm.) durante 5 dias.
Luego se filtré la suspension a través de una gasa estéril y el filtrado se
centrifugd a 3000 r.p.m. durante 14 min. Tras desechar el sobrenadante,
el sedimento se resuspendi6 en 10 ml de solucion salina estéril. La

concentracion final de conidios se ajustd con una camara de Neubauer.

Animales. Se utilizaron ratones OF-1 machos de 30 g de peso que
fueron estabulados en condiciones estandar con acceso libre a la comida

y la bebida.

Immunosupresion. Los animales fueron immunodeprimidos con una
dosis unica de ciclofosfamida i.p (200 mg/kg) y S5-fluoruracilo i.v. (150

mg/kg) el dia de la infeccion.

Estudio de dosis letal. Se establecieron 4 grupos de 10 animales. Cada
grupo recibié el indculo por via iv. a través de la vena lateral de la cola.
Los indculos ensayados fueron de 1x10°, 5x10°, 1x10° o 1x10’

UFC/animal.

Antifangicos. AMB y RCZ fueron suministrados por Squibb Industria
Farmacéutica, (Madrid, Espafia), AMBL fue suministrado por Gilead

Sciences S. A., Madrid, Espafia.
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Estudio de tratamiento. Se emplearon 9 grupos de 10 animales. Los
animales fueron inoculados con 5x10° UFC/animal. Los grupos de
tratamiento recibieron AMB i.v. en dosis de 1 mg/kg/dia o i.p. 1.5 mg/kg;
AMBL fue administrada i.v. en dosis de 5 o 10 mg/kg/dia y RCZ p.o. lo
fue en dosis de 15 0 30 mg/kg/dia. El grupo control recibié PEG 200 p.o.
como tratamiento placebo. Todos los tratamientos se administraron 24 h

después de la infeccion y durante 10 dias.

RESULTADOS

En la figura 1 se muestran las curvas de supervivencia obtenidas
con los diferentes inéculos ensayados. S. apiospermum demostré una
letalidad dosis-dependiente en ratones inmunodeprimidos. El in6culo de
10° CFU/animal no provocé la muerte de ninguno de los animales, sin
embargo aquellos que recibieron 5x10° UFC/animal presentaron una
mortalidad del 100% a los 8 dias post-infeccién y un tiempo medio de
supervivencia (TMS) de 6.2 dias. Los inéculos de 1x10° y 1x10’
UFC/animal causaron la muerte del 100% de los animales a los 4 y 5
dias post-infeccién, respectivamente (TMS = 45 y 1.1 dias,

respectivamente).
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Figura 1. Curvas de mortalidad de ratones OF-1 inmunodeprimidos e infectados con S.

apiospermum (FMR 6694). Estudio de dosis letal en grupos de 10 animales/grupo.

En la figura 2, se muestran las curvas de supervivencia de los
animales tratados con AMB, AMBL o RCZ. No se detecté un aumento en
la supervivencia de los animales tratados con AMB i.v. a dosis de 1
mg/kg/dia, que presentaron un TMS de 6.5 dias y aquellos tratados con
AMB i.p a razén de 1.5 mg/kg/dia mostraron un TMS de 6.2 dias ( p =
0.26 y 0.46 en comparacion al grupo control, respectivamente). Tampoco
en aquellos tratados con AMBL a dosis de 5 0 10 mg/kg/dia (p = 0.468,
0.23, 0.168 en comparacién con el grupo control, respectivamente).
Finalmente, los tratamientos con 15 o 30 mg/kg/dia de RCZ tampoco
incrementaron la supervivencia de los ratones infectados (p > 0.35 en

ambos casos en comparacion con el grupo control).
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Figura 2. Curvas de supervivencia de ratones OF-1 immunosuprimidos infectados con S.
apiospermum (5x10° UFC/animal) y tratados con: A) anfotericina B desoxicolato, B)

anfotericina B liposémica o} C) ravuconazol.
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Development of a Murine Model of Cerebral Aspergillosis.

T. M. Chiller, J. Capilla, R. A. Sobel, K. Farokhshad, K. V. Clemons, D. A..
Stevens.

The Journal of Infectious Diseases, 2002, 186:574-577

Efficacy of Amphotericin B or Itraconazole in a Murine Model of Central

Nervous System Asperqgillus Infection.

T. M. Chiller, R. A. Sobel, J. Capilla, K. V. Clemons, D. A. Stevens

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2003, 47:813-815

Efficacy of Micafungin Alone or in Combination Against Systemic Murine

Aspergillosis.
J. Capilla, K. V. Clemons, D. A. Stevens

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2003, 47:1452-1455
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Infeccion Experimental por Paecilomyces lilacinus en Ratones
Immunocomprometidos. Fracaso de la Monoterapia con

Ravuconazol y Terbinafina y de la Combinacién de ambos.

J. Capilla, F. J. Pastor, C. Yustes, J. Guarro

Paecilomyces lilacinus es uno de los hongos oportunistas
emergentes causantes de infecciones graves. Las infecciones producidas
por dicho hongo suelen ser resistentes a los antifungicos.
Tradicionalmente P. lilacinus es causante de infecciones cutaneas pero
en los ultimos afos se ha observado un incremento de las infecciones
diseminadas en pacientes neutropénicos. Diversos trabajos in vitro han
demostrado el efecto sinérgico entre la terbinafina y algunos azoles.
Hemos evaluado la eficacia de la terbinafina y el ravuconazol, por
separado y en combinacion, frente a paecilomicosis sistémica en ratones.
A pesar de los resultados in vitro obtenidos con ambos compuestos que
parecian indicar posible actividad, no hemos observado eficacia en

nuestro modelo animal.

MATERIALES Y METODOS

Cepa. Se selecciondé una cepa de origen clinico de Paecilomyces

lilacinus de nuestra coleccion (FMR 5522). La cepa se conservaba a —
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80°C en forma de suspensiéon de conidios en caldo de patata y dextrosa

(CPD) con un 30% de glicerol.

Inéculo. Tras descongelar a temperatura ambiente la suspensiéon de
conidios, se dispensaron100 pl de la misma en 150 ml de CPD. El cultivo
fue incubado a 32°C con agitacién orbital (150 rpm) durante 5 dias.
Luego se filtré la suspension a través de una gasa estéril y el filtrado se
centrifugé a 3000 r.p.m. durante 14 min. Tras desechar el sobrenadante,
el sedimento se resuspendi6 en 10 ml de solucion salina estéril. La
suspension final de conidios se ajustd a la concentracion deseada con

una camara de Neubauer.

Animales. Se utilizaron ratones OF-1 machos de 30 g de peso
estabulados en jaulas estandar de 10 animales con comida y agua ad

libitum.

Inmunosupresion. Los animales fueron inmunosuprimidos mediante una
dosis unica de 200 mg/kg de ciclofosfamida administrada i.p. y 150 mg/kg
de 5-fluoruracilo i.v. Ambos farmacos se administraron el mismo dia de la

infeccion.

Estudio de dosis letal. Se establecieron 3 grupos de 10 animales/grupo

a los que se inoculd intravenosamente, a través de la vena lateral de la
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cola, una suspension de conidios de 5x10°, 1x10’, 5x10” UFC/animal a

cada grupo, respectivamente.

Antifangicos. Se ensayo la eficacia in vivo de la anfotericina B (AMB),
ravuconazol (RCZ) vy terbinafina (TF). AMB (Squibb Industria
Farmacéutica, Barcelona, Espafa) se solubiliz6 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. RCZ (Squibb Industria Farmacéutica,
Barcelona, Espafia) y TF (Novartis, Barcelona, Espafa) se disolvieron

en PEG 200.

Estudio de tratamiento. Los animales incluidos en el estudio se
inocularon i.v. con 5x10° UFC/animal. Se establecieron 5 grupos de 10
animales. Dos de ellos fueron tratados con RCZ p.o. a dosis de 30 y 50
mg/kg/dia, respectivamente. Un tercer grupo fue tratado con TF p.o. a
dosis de 30 mg/hg/dia. El cuarto grupo recibié 50 mg/kg/dia de RCZ p.o.
y 30 mg/kg de TF p.o. a cuatro veces al dia. El grupo control recibié PEG
200 p.o. cuatro veces al dia como tratamiento placebo. Todos los
tratamientos se iniciaron 24 h post-infeccién y fueron administrados

durante 5 dias.

RESULTADOS
En la figura 1, se representan las curvas de supervivencia

obtenidas cn el experimento. Los tres indculos ensayados provocaron
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una elevada mortalidad. El in6culo mas concentrado causo la muerte al
100% de los animales a los 8 dias post-infeccion (MST = 5.7 dias). El
indculo de 1x10” UFC/animal causé en 90% de mortalidad en los
animales (MST = 6.4) y el de 5x10° UFC/animal un 100% de mortalidad
(MST = 9.3 dias). Para evaluar la eficacia de la terapia experimental, se
escogid el indculo de 5x10° UFC/animal ya que dicha concentracion de
conidios, provoco una alta mortalidad en los animales en un espacio de
tiempo suficientemente dilatado como para permitir el tratamiento del
100% de los animales durante al menos 7 dias.

En la figura 2, se muestran las curvas de supervivencia de los
animales tratados. Ninguno de los tratamientos aplicados a los animales
mostrd una eficacia significativa en el incremento de la supervivencia

respecto al grupo control (p > 0.09 en todos los vs. el grupo control)
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Figura 1. Curvas de supervivencia de los ratones OF-1 inmunodeprimidos e infectados i.v. con
P. lilacinus (FMR 5522). Se ensayaron inéculos de 5x10°, 1x10” y 5x10” UFC/animal.
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Figura 2. Curvas de supervivencia de los animales tratados con ravuconazol (RCZ) a 30 y 50
mg/kg/dia y terbinafina (TF) 30 mg/kg/dia. La terapia combinada TF + RCZ consistié en dosis
de terbinafina a 30 mg/kg cuatro veces al dia y ravuconazol a dosis de 50 mg/kg/dia. Todos los

tratamientos se administraron durante 5 dias.
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Desarrollo de Modelos de Infeccion Sistémica

por Fusarium spp. en Cobayas

J. Capilla, C. Serena, J. Guarro.

Fusarium es un hongo hialino oportunista que tradicionalmente
habia sido considerado como agente causante de infecciones cutaneas,
onicomicosis y queratitis, principalmente. Sin embargo, a partir de la
década de los 80 se han incrementado los casos de infecciones
sistémicas. En la mayoria de los casos, las especies causantes han sido
F. solani, F. oxysporum y en menor proporcion F. verticillioides. Nosotros
hemos intentado desarrollar un modelo de fusariosis con las dos
primeras especies en cobayas. Sin embargo, como ya habian
documentado previamente otros autores, no fue posible establecer la

infeccion en dichos animales.

MATERIALES Y METODOS

Cepas. Se utilizaron tres cepas de Fusarium solani (FMR 4391, FMR
6631 y FMR 6468) y una cepa de Fusarium oxysporum (FMR 4384). Las
cepas se conservaron como una suspension de conidios a —80 °C en

caldo de patata y dextrosa (CPD) con un 30% de glicerol.
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Animales. Se utilizaron cobayos Hartley albinos machos (Charles River,
Barcelona, Espaina) de 450 g de peso. Los animales se estabularon en
jaulas con acceso libre a la comida y bebida. Se establecieron cuatro

grupos de cuatro animales por.

Preparacion de los indéculos. Los in6culos se prepararon
descongelando a temperatura ambiente la suspension de esporas y
sembrando un volumen de 100 ul de las mismas en 200 ml de CPD. El
caldo de cultivo se mantuvo en agitaciéon a 150 rpm a 30 °C durante 5
dias. Transcurrido el tiempo de incubacion se filtré el caldo a través de
una gasa estéril y el filtrado se centrifugd a 3000 rpm durante 14 min.
Tras despreciar el sobrenadante, se resuspendi6 el sedimento con 10 ml
de solucion salina estéril. Los indculos se ajustaron a la concentracion

requerida mediante el recuento de conidios en camara de Neubauer.

Inmunodepresion. Los animales se inmunodeprimieron por
administracion i.p. de 100mg/kg de ciclofosfamida (Genoxal, Barcelona,

Espana) los dias -3, -1, +1 y +3, siendo el dia 0 el dia de la infeccion.

Inoculacion. Se ensayaron dos indculos, 1.5x10® a 2.1x10® UFC/animal.
Los animales fueron infectados i.v. a través de la vena lateral del pene,
previa anestesia. Como anestésicos se administraron

intraperitonealmente (i.p.) 5 mg/kg de xilacina (Xilagesic 2%, Laboratorios
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Calier, Barcelona, Espafia) y 40 mg/kg de ketamina (Ketolar 50, Parke-
Davis, Madrid, Espafia). Tras la inoculacién los animales se mantuvieron

en observacion hasta la recuperacion completa de |la anestesia.

RESULTADOS

Los animales se recuperaron del efecto de la anestesia
aproximadamente 45 min. después de su administracion. A los tres dias
post-infeccién, observamos letargo y disminucion del apetito en uno de
los animales infectados con F. solani, sin embargo dos dias después los
sintomas remitieron y el animal recuperé su actividad normal. En
contraste, los animales infectados con F. oxysporum no mostraron
ningun cambios perceptible durante el tiempo que durd el experimento.
Todos los animales se mantuvieron 21 dias en observacion sin que se
percibieran cambios en su aspecto fisico, fisiolégico o de conducta.
Transcurridos 21 dias, ninguno de los animales infectados con las dos

especies de Fusarium spp. murid.
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5.1. Evaluacion de un método colorimétrico para determinar la

susceptibilidad in vitro de hongos dermatofitos.

El objetivo ultimo de los ensayos de sensibilidad in vitro de los
hongos filamentosos a los antifungicos es el de poder predecir el éxito o
el fracaso terapéutico del tratamiento en pacientes con infecciones
fungicas. La metodologia estandarizada por el NCCLS, para la
realizacion de este tipo de ensayos, es un procedimiento laborioso que
presenta dificultades para su uso en el laboratorio clinico. Ante esta
limitacién practica, se han comercializado diferentes sistemas de facil
elaboracion e interpretacion con la finalidad de agilizar la determinacion
de CMI en los centros asistenciales. Uno de los mas extendidos es el
método colorimétrico Sensititre Yeast One®, el cual hemos evaluado en
nuestro laboratorio. EI método se basa en la utilizacion de un indicador
(Alamar Blue®) de la actividad oxidasa de los microorganismos, que va
asociada al crecimiento de los mismos. Dicho indicador habia sido
ensayado experimentalmente para determinar las CMI de diferentes
antimicrobianos frente a micobacterias (Sungkanuparph et al., 2002;
Luna-Herrera et al., 2003), parasitos (Raz et al., 1997), hongos
filamentosos (Meletiadis et al., 2002; Yamaguchi et al., 2002,) y
levaduras (To et al., 1995). En los ensayos realizados con hongos

filamentosos, los resultados obtenidos no han demostrado en todos los
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casos tener una buena correlacion con la metodologia estandarizada por
el NCCLS (Tiballi et al., 1995; Ramani y Chatuverdi, 2003). Jahn et al.
atribuyen la variabilidad de los resultados a la baja actividad oxidativa de
algunos hongos filamentosos, concretamente de A. fumigatus (Jahn et
al., 1996), que daria lugar a valoraciones erroneas. Nosotros hemos
realizado por primera vez un estudio comparativo entre Sensititre Yeast
One®y el NCCLS con dermatofitos (Resultados 4.1.1.) y con la intencion
de poder aplicar dicha técnica a otros hongos filamentosos. En nuestro
caso, la correlacion global entre ambos métodos fue del 81% para la
anfotericina B y el itraconazol e inferior al 70% en el caso de fluconazol y
ketoconazol. Los resultados no fueron dependientes unicamente del
antifungico empleado, ya que también hallamos importantes diferencias
en funcién de la especie utilizada. El sistema colorimétrico demostré una
excelente concordancia con el NCCLS en el caso de Microsporum spp. €
itraconazol y T. mentagrophytes y T. rubrum y anfotericina B, con un
100% de correlacion en todos los casos. Esta variabilidad dependiente
de las especies y antifungicos implicados es una constante en los
ensayos con hongos (Ramani y Chatuverdi, 2003) por lo que son
necesarios nuevos estudios para establecer la fiabilidad del método

pensando en su posible utilizacion en los laboratorios asistenciales.
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5.2. Determinacion de la actividad in vitro del albaconazol frente a

hongos filamentosos oportunistas.

El incesante incremento de las infecciones oportunistas por hongos
filamentosos, la diversidad de los agentes causales, la heterogeneidad
de las manifestaciones clinicas y la frecuente resistencia al escaso
abanico de antifungicos disponibles, plantean graves dificultades para
hallar una terapéutica exitosa. Dentro de la problematica actual, el
desarrollo de nuevos farmacos juega un papel decisivo en la lucha contra
las enfermedades producidas por hongos oportunistas.

Hemos evaluado la actividad in vitro de albaconazol frente a hongos
filamentosos de importancia clinica (Resultados 4.2.1). Los resultados
mostraron una actividad superior a la de la anfotericina B, frente a
Chaetomium globosum, Aspergillus spp. y Paecilomyces lilacinus.
Nuestros resultados se suman a los obtenidos por otros grupos de
investigadores que previamente demostraron la eficacia in vitro de este
triazol frente a hongos tales como Aspergillus ustus (Gené et al., 2001)
Scedosporium spp. (Carrillo-Muioz y Guarro, 2001), Exophiala spp.
(Meletiadis et al. 2000a) Candida spp. (Ramos et al. 1999) y dermatofitos
(Fernandez-Torres et al., 2001). Por otra parte hemos documentado la

ineficacia in vitro del albaconazol frente a aislados de Fusarium solani 'y
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Scytalidium spp tal como ocurre con otros azoles ensayados frente a
dichos géneros (Pujol et al., 1997; Guarro et al., 1999; 2000).
5.3. Determinacion de la eficacia in vivo de nuevos antifungicos

frente a hongos filamentosos oportunistas

5.3.1. Scedosporiosis

Albaconazol es practicamente el unico antifungico que ha
demostrado actividad in vitro frente a Scedosporium spp (Carrillo-Mufoz
y Guarro, 2001), por lo que nos propusimos ensayar esta actividad en un
modelo animal. Los modelos de scedosporiosis en ratdn establecidos
anteriormente (Cano et al. 1992; Ortoneda et al., 2002) no son aptos para
el uso experimental del albaconazol debido a la farmacocinética de este
antifungico (Bartoli et al., 1998). Sin embargo los ensayos realizados en
conejo, han demostrado que este animal podia ser util para los estudios
in vivo con albaconazol debido a su buena biodisponibilidad, niveles
séricos y vida media (Bartoli et al., 1998). Hemos desarrollado el primer
modelo de scedosporiosis sistémica por S. prolificans en conejos. En
este modelo establecimos una infeccién letal altamente reproducible.
Demostramos la diseminacion de la infeccidn mediante recuperacion de
UFC del hongo a partir de cultivos de riiidn, cerebro, bazo, pulmén e
higado, y las lesiones tisulares observadas en el examen histopatoldgico
evidenciaron el desarrollo del microorganismo en los tejidos del huésped.

Rifi6n, pulmdn y cerebro fueron los érganos mas afectados (> logq 2.4
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UFC/g). Las lesiones histolégicas mas importantes se localizaron en
riAdon y cerebro. La mayoria eran abscesos con abundante componente
inflamatorio y areas necroticas. Estos datos concuerdan con los
resultados obtenidos en otros estudios llevados a cabo con ratones por
otros autores (Cano et al.,1992; Ortoneda et al.,2002). Cabe destacar el
marcado tropismo de este hongo por el SNC, demostrado tanto por la
severidad de las lesiones tisulares detectadas, como por la elevada
carga fungica hallada en este tejido. Dicho tropismo habia sido ya
previamente demostrado en otros modelos animales de scedosporiosis
(Cano et al.,1992; Gonzalez et al., 2002) y refleja el curso de la infeccion
en clinica humana especialmente en pacientes inmunocomprometidos
(Nesky et al., 2000; Castiglioni et al., 2002).

Este modelo fue empleado para evaluar la eficacia del albaconazol
en el tratamiento de la scedosporiosis diseminada. Dicho triazol demostré
una excelente eficacia en el tratamiento de la scedosporiosis en conejos,
incrementando no solamente el tiempo de supervivencia de los mismos,
sino también reduciendo el numero de UFC/g y la severidad de las
lesiones en los diferentes 6rganos. Esta eficacia se reflejé en la ausencia
de UFC detectables en bazo, higado y pulmoén en todos los animales
estudiados independientemente de la dosis administrada. En cerebro y
rinon, la disminucidn de la carga fungica y de las lesiones tisulares
siguieron una respuesta dosis dependiente y sélo en aquellos animales

que recibieron dosis de 50 mg/kg/dia se observé una reduccidn
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significativa. Los resultados obtenidos in vitro convierten al albaconazol
en un candidato merecedor de ser utilizado en el tratamiento de las
infecciones causadas por S. prolificans en humanos. Hasta la fecha es el
uno de los pocos antifungicos tal como hemos indicado, por no decir el
unico, que ha demostrado tener actividad frente a dicho hongo.

Al igual que albaconazol, voriconazol ha demostrado también
actividad in vitro frente a una gran variedad de hongos filamentosos tales
como Aspergillus spp., Paecilomyces lilacinus y Alternaria spp. (Espinel-
Ingroff et al., 2001), hongos dimoérficos y levaduras (Ghannoum et al.
2002; Carmen Serrano et al. 2003). Sin embargo ha mostrado una
actividad moderada frente a Scedosporium spp. (Carrillo 2001; Espinel-
Ingroff et al., 2001) a pesar de ello, la experiencia clinica con dicho
compuesto parece indicar que podria ser el antifungico de eleccion para
el tratamiento de la scedosporiosis (Corrado et al., 1998; Nesky et al.,
2000; Walsh et al., 2002; Perfect et al., 2003). En la presente tesis
ensayamos la eficacia in vivo de voriconazol en un modelo de infeccion
sisttmica por S. apiospermum en ratones (Resultados 4.3.1.2.),
basandonos en modelos animales previamente descritos por otros
autores (Cano et al., 1992; Gonzalez et al., 2002). Si bien los estudios
farmacocinéticos realizados con voriconazol en ratones han demostrado
que en este animal los niveles séricos son practicamente indetectables
(Andriole et al., 1992; Stevens, 1996a), los trabajos de Sugar y

colaboradores (Sugar et al., 2000) demostraron que la administracion de
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zumo de pomelo ad libitum en ratones tratados con voriconazol,
incrementaba la concentracion sérica de dicho antifungico a niveles
presumiblemente terapéuticos. Se ha demostrado que el zumo de
pomelo es un inhibidor de la actividad enzimatica del citocromo P450, un
sistema multienzimatico implicado en la metabolizacién del voriconazol
(Sugar et al., 2000). El efecto del zumo de pomelo en la farmacocinética
del voriconazol habia ya demostrado cierta eficacia en el tratamiento de
la blastomicosis (Sugar et al., 2001) y fusariosis (Graybill et al., 2003) en
ratones. Mas recientemente se ha atribuido el incremento de los niveles
séricos de itraconazol en animales a los que se les suministré zumo de
pomelo, a un aumento en la absorcion intestinal de dicho antifungico (Mc
Callum et al., 2002). Decidimos ensayar la eficacia de dicho antifungico
en ratones que recibian zumo de pomelo. La eficacia del voriconazol fue
dosis-dependiente, obteniéndose los mejores resultados con la dosis
mas elevada del farmaco, (40 mg/kg/dia). La recuperacion del hongo a
partir de los homogenizados de los diferentes 6rganos (rifidon, bazo,
higado, pulmén y cerebro) confirmé el ya indicado tropismo de S.
apiospermum por el SNC (Cano et al., 1992; Gonzalez et al., 2002).
Partiendo de los esperanzadores resultados que obtuvimos con la
utilizacién del voriconazol en el tratamiento de scedosporiosis en raton y
considerando como punto critico el hecho de que la administracion de
zumo de pomelo creaba unas condiciones diferentes a las que se

podrian presentar en las infecciones humanas, estudiamos su eficacia en
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cobayas sin utilizar el zumo de pomelo. Algunos autores han indicado
que la farmacocinética de este antifungico en cobayas convierte a estos
animales en los mas adecuados para la realizacion de los ensayos in
vivo con este compuesto (Graybill, 2000; Sugar et al., 2000). La utilidad
de las cobayas para el ensayo de voriconazol habia sido demostrada
previamente en diversos trabajos (Ghannoum et al., 1999; Chandrasekar
et al., 2000; Kirkpatrick et al., 2000; 2002) aunque utilizando otros
hongos. Nosotros desarrollamos un modelo de scedosporiosis en
cobayas utilizando dos cepas de S. apiospermum. Uno de los objetivos
del estudio consistia también en intentar averiguar los posibles valores
predictivos de las CMI del voriconazol obtenidas in vitro. Es decir, no solo
si voriconazol podia ser util en la scedosporiosis en cobayas sino
también si existia una correlacion entre los resultados in vitro y la
respuesta in vivo. Para ello la seleccion de las cepas se basd en los
resultados de sensibilidad in vitro obtenidos previamente (datos no
presentados). Una de las cepas escogidas (FMR 6694), la misma que se
utilizé en el modelo con ratones, mostré una CMI relativamente baja (0.5-
1 pg/ml), mientras que la segunda (FMR 6622) presentaba un valor
mucho mas elevado (8 pg/ml). Para obtener una mortalidad en los
animales similar con ambas cepas, tuvimos que utilizar in6culos 2.5
veces mas concentrados de la cepa FMR 6622 que de la FMR 6694. El
tratamiento con 20 mg/kg/dia de voriconazol incremento la supervivencia

de las cobayas infectadas con la cepa FMR 6694 hasta un 100%. Sin
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embargo, no se observaron cambios significativos en la mortalidad de los
animales que fueron infectados con la cepa presumiblemente resistente
(FMR 6622). Existen hasta el momento pocos trabajos en los que se
correlacionen las CMI obtenidas in vitro con la actividad in vivo (Espinel-
Ingroff et al., 2001). Este es un aspecto fundamental para establecer
puntos de corte que permitan discernir entre sensibilidad y resistencia de
los hongos filamentos a los antifungicos. Aunque los resultados que aqui
se presentan son preliminares, éstos apuntan a que puede existir una
correlacion entre los resultados obtenidos in vitro e in vivo con
voriconazol frente a S. apiospermum y por ello seria interesante ensayar
mas cepas con CMI intermedias entre los valores indicados.

Ravuconazol es un antifungico triazolico en fase de desarrollo, que
ha demostrado actividad in vitro frente a Candida spp. (Pfaller et al.,
2002), Cryptococcus neoformans (Yamazumi et al. 2000), Trichosporon
spp. (Paphitou et al., 2002) sp. y Aspergillus fumigatus (Fung-Tomc et al.,
1998) e in vivo frente a Candida albicans (Clemons et al., 2001)
Aspergillus fumigatus (Roberts et al. 2000) e Histoplasma capsulatum
(Clemons et al., 2002; Kirkpatrick et al., 2002). En estudios previos
realizados en nuestro laboratorio, ravuconazol habia mostrado una CMI
de 0.5 pg/ml frente a una cepa de S. apiospermum. A partir de estos
resultados decidimos ensayar la eficacia in vivo del ravuconazol frente a
S. apiospermum. Para ello desarrollamos un modelo de scedosporiosis

sisttmica en ratones para ensayar la eficacia de ravuconazol en
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comparacion con anfotericina B desoxicolato y anfotericina B liposomal
(AmBisome). Ravuconazol a dosis de 15, 30 y 50 mg/kg/dia no mostro
eficacia en incrementar la supervivencia de los animales y la mortalidad
de éstos resultd similar a la observada en los animales control. Tampoco
la administracion de anfotericina B desoxicolato o anfotericina B
liposomal (AmBisome®) incrementd significativamente la supervivencia

de los animales infectados.

5.3.2. Aspegilosis

Aspergillus fumigatus es uno de los hongos filamentosos
oportunistas mas frecuentes y las infecciones que causa presentan una
elevada mortalidad (Denning., 1998; Latgé., 1999; Patterson et al., 2000).
La anfotericina B y el itraconazol son los antifungicos de eleccion para el
tratamiento de la aspergilosis, sin embargo el fracaso terapéutico es muy
elevado (Denning. 1998). Con las formulaciones lipidicas de la
anfotericina B, se ha consiguido incrementar la dosis administrada
minimizando los efectos toxicos de la formulacion tradicional aunque tan
s6lo un porcentaje bajo de pacientes han respondido al tratamiento
(menos del 40%) y practicamente ninguno cuando la infeccion se habia
extendido al SNC (Denning, 1996). Las cepas de A. fumigatus no
presentan una respuesta uniforme a la anfotericina B, siendo en muchos
casos resistentes a este polieno (Pfaller et al., 2002a). Se ha sugerido

que uno de los mecanismos de resistencia a la anfotericina B consiste en
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la modificacion cuantitativa y/o cualitativa de los esteroles que componen
la membrana fungica de los hongos (Hamilton-Miller, 1972). Otros
autores han indicado que la resistencia a la anfotericina B en Candida
spp. se produce por disminucion en el contenido de ergosterol,
reorientacion o enmascaramiento del mismo o por sustitucion del
ergosterol por otros esteroles tales como el 3-hidroxiesterol o el 3-
oxoesterol (Ghannoum et al. 1999). El itraconazol es también
ampliamente utilizado como tratamiento de la aspergilosis sistémica.
Aunque tradicionalmente se ha administrado oralmente, recientemente
se ha desarrollado una nueva formulacién para su administracidon
parenteral que permite una mejor distribucion tisular del compuesto en
los tejidos del huésped. Sin embargo, algunas cepas de A. fumigatus
han mostrado también resistencia al itraconazol asi como a otros azoles
(Pfaller et al., 2002a). La nikomicina Z es un antifungico peptidico que
actua inhibiendo la sinesis de quitina. Este antifungico es activo in vitro
frente a gran numero de hongos dimérficos, flamentosos y levaduras (Li
et al., 2000) e in vivo ha demostrado actividad frente a Candida albicans
(Kim et al., 2002; Stevens et al., 2002), Saccharomyces cerevisae
(Gaughra et al., 1994) Histoplasma capsulatum Blastomyces dermatitidis
y Coccidioides immitis (Hector et al., 1990; Clemons et al., 1997; Graybill
et. al. 1998; Goldberg et al., 2000). Otro antifungico de reciente sintesis
es la micafungina. Este compuesto actua inhibiendo la sintesis de

glucano, un glucido fundamental para la integridad de la pared celular de
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los hongos. La micafungina ha demostrado actividad in vitro frente a un
gran numero de hongos dematiaceos (Nakai et al., 2002) asi como frente
a Candida spp. y Aspergillus spp. en modelos animales (Petraitis et al.,
2002; lkeda et al., 2000). Se han obtenido excelentes resultados con
micafungina administrada a dosis de 0.25 mg/kg/dia en el tratamiento de
aspergilosis pulmonar en ratéon (Matsumoto et al. 2000) asi como en el
caso de la infeccidon sistémica a dosis de 0.5 mg/kg/dia (lkeda et al.,
2000). En la presente tesis, ensayamos la eficacia de anfotericina B,
itraconazol y nikomicina Z utilizados separadamente y en combinacion
con micafungina en un modelo de aspergilosis sistémica en ratones. Los
tratamientos con anfotericina B e itraconazol aumentaron de forma
significativa la supervivencia de los animales. La micafungina, en cambio,
solo fue efectiva cuando fue administrada a dosis de 10 mg/kg/dia sin
haberse hallado variaciones significativas en la supervivencia de los
ratones tratados con dosis menores. La nikomicina Z, no mostr¢ actividad
frente a la aspergilosis. Sin embargo, con la administracion conjunta de
nikomicina Z y micafungina a dosis sub-Optimas, se consiguié aumentar
en un 100% la supervivencia de los animales. La combinacién
micafungina-nikomicina fue también efectiva en la reduccién de UFC en
cerebro y rifidn. Esta efectividad fue superior a la observada en la
monoterapia con anfotericina B, micafungina, nikomicina o itraconazol y
que los tratamientos combinados micafungina-anfotericina o micafungina-

itraconazol. El efecto sinérgico entre la nikomicina Z y la micafungina u
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otros inhibidores del B-glucano frente A. fumigatus ya habia sido
observado con anterioridad en trabajos realizados in vitro (Chiou et al.,
2001; Stevens, 2000). También se ha demostrado un efecto sinérgico in
vitro entre anfotericina B y caspofungina, un inhibidor del -glucano de la
misma familia y con la misma diana de accion que la micafungina, frente
a Aspergillus spp. (Arikan et al, 2002). La elevada eficacia de anfotericina
B e itraconazol en nuestro modelo no nos ha permitido valorar los efectos
de los mismos en combinacion con micafungina. Segun nuestra
experiencia la micafungina puede ser una opcién terapéutica de interés
para el tratamiento de la aspergilosis sistémica. Aunque en nuestro caso
para obtener los resultados mas favorables ha sido necesario utilizar
dosis elevadas de micafungina, la opcién de utilizar este antifungico solo
0 en combinacion deberia ser investigada en estudios complementarios.
Tradicionalmente los estudios realizados en modelos animales
sobre aspergilosis se han centrado en el tratamiento experimental de la
infeccion en ratén, conejo y cobaya. Para simular las diferentes
manifestaciones de la enfermedad los animales se han infectado a través
de diferentes vias, siendo las mas habituales la intravenosa y la
intranasal (Graybill, 2000). Sin embargo, una de las infecciones
secundarias mas frecuentes en pacientes inmunosuprimidos con
aspergilosis invasiva, es la afectacion del SNC (Latgé, 1999;
Kleinschmidj-DeMasters, 2002). Las infecciones localizadas en el SNC

por A. fumigatus son de prondstico muy grave, presentando una
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mortalidad proxima al 95% (Denning et al, 1990). La baja
biodisponibilidad y limitada distribucion en el SNC de los antifungicos
convencionales dificulta la resolucion de este tipo de infecciones, aunque
en algunos casos la administracion de itraconazol o anfotericina B sola o
combinada con 5-FU ha mostrado resultados satisfactorios (Kerkmann,
1994; Verweij et al., 1996; Moling et al., 2002). Para poder evaluar las
posibilidades terapéuticas que ofrecen los nuevos antifungicos, era
necesario establecer un modelo de aspergilosis cerebral en animales de
experimentacion. Con este objetivo, desarrollamos dicho modelo,
basandonos otros similares de criptococosis y coccidioidomicosis
desarrollados con anterioridad (Graybill et al., 1986; Blasi et al., 1992). El
modelo cerebral desarrollado es reproducible y nos ha permitido
establecer una aspergilosis aguda en ratones. A pesar de que se produjo
una diseminacién del hongo a otros tejidos, los recuentos de UFC se
mantuvieron siempre elevados en cerebro, mientras que en rifidn y bazo
la carga fungica disminuyo6 en dias posteriores a la infeccion. EI examen
histopatologico reveld la presencia de micro y macro abscesos con focos
necroticos y elementos fungicos en cerebro tal y como se observa en
pacientes afectados de aspergilosis cerebral (Medeiros et al., 2000;
Singh et al., 2000; Cunha, 2001; Baddley et al., 2002). Nuestro modelo
animal puede ser de utilidad para el desarrollo de posteriores estudios
para un mejor conocimiento de la aspergilosis cerebral, asi como para su

tratamiento.
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En los pocos casos clinicos documentados en los que se ha
resuelto la infeccion cerebral por A. fumigatus, el tratamiento aplicado fue
itraconazol o anfotericina B (desoxicolato o liposomal) sola o en
combinacién con 5-FU. Intentando emular esta situacion, utilizamos el
modelo de aspergilosis cerebral descrito anteriormente para ensayar la
respuesta ante un tratamiento con itraconazol y anfotericina B. Ambos

tratamientos resultaron de escasa actividad.

5.3.3. Paecilomicosis

Una de las combinaciones de antifungicos que han demostrado
efectos sinérgicos in vitro es la de terbinafina con diferentes compuestos
azolicos (Meletiadis et al., 2000). La terbinafina es una alilamina
ampliamente utilizada de forma tépica para el tratamiento de las
dermatomicosis. La administracion oral de dicho farmaco también ha sido
ensayado en modelos animales de coccidioidomicosis con un éxito
parcial (Sorensen et al., 2000). Nosotros, en ensayos realizados in vitro
(resultados no presentados), observamos un potente efecto sinérgico
entre la terbinafina y el ravuconazol frente a Paecilomyces lilacinus.
Posteriormente decidimos ensayar si este efecto podria ser trasladado a
un modelo animal. Desarrollamos para ello un modelo letal de infeccion
sistémica por P. lilacinus en raton. Los estudios realizados por otros
autores con animales de experimentacion han demostrado que

ravuconazol alcanza unos niveles séricos y posee un tiempo de vida
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medio en suero presumiblemente terapéuticos (Andes et al., 2003) asi
como una elevada biodisponibilidad (Mikamo, et al., 2002). Este triazol
ha sido efectivo en el tratamiento de aspergilosis (Roberts et al., 2000;
Kirkpatrick et al., 2002) e histoplasmosis (Clemons et al., 2002) en
diferentes modelos animales, sin embargo en el modelo que
establecimos no se observaron cambios significativos en el TMS
(Resultados 4.3.1.4.). Tampoco se observd un incremento en el TMS de
aquellos animales tratados con terbinafina ni en aquellos que recibieron
la terapia combinada. Ello puede ser debido al caracter lipofilico de la
terbinafina con lo que su biodisponibilidad se reduce a tejido dérmico y

anejos (Wilmer y Wollina, 1998).

5.3.4. Fusariosis

Otro de los hongos filamentosos oportunistas de importancia
clinica por su incidencia y dificultad en el tratamiento es Fusarium.
Aunque se hayan descrito infecciones sistémicas por F. dimerum, F.
sacchari y F. proliferatum, entre alguna otra especie, las que mas
frecuentemente causan infecciones invasoras en humanos son F. solani,
F. oxysporumy F. verticillioides (de Hoog et al., 2000). Aproximadamente
la mitad de los casos de fusariosis se deben a F. solani y una cuarta
parte a cada una de las otras dos especies. Fusarium spp. son hongos
hialinos usualmente refractarios a los tratamientos antifungicos. Los

estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio, demostraron que
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voriconazol presentaba unas CMI menores que otros azoles frente a
algunos aislados de Fusarium solani y Fusarium verticillioides. Con
anterioridad ya se ha expuesto la problematica inherente a la
administracion de voriconazol a ratones debido a la rapida
metabolizacion de dicho triazol. A partir de éstos datos, decidimos
desarrollar un modelo de fusariosis sistémica en cobayas con el fin de
observar si la presumible sensibilidad de Fusarium spp., observada en
los ensayos in vitro, podria ser trasladada a un modelo animal. Para ello
intentamos desarrollar un modelo animal con varias cepas de F. solani y
F. verticillioides en cobayas inmunosuprimidas. A pesar del elevado
in6culo con el que fueron infectados los animales, ninguno de éstos
murié en el transcurso del experimento. Tan solo observamos sintomas
de enfermedad entre los dias 3 y 7 post-infecibn en los animales
infectados con F. solani. A partir del séptimo dia, recobraron su aspecto y
actividad normales. En aquellos infectados con F. verticillioides, no se
aprecido ningun tipo de afectacion. Graybill (Graybill, 2000), en una
excelente revision sobre modelos animales, ya remarcdé la imposibilidad
de establecer una fusariosis experimental en cobayas. Nuestra

experiencia ha servido para confirmar estos resultados.
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1. Sensititre Yeast One® ha demostrado ser una técnica rapida y de
facil realizacion en los ensayos in vitro para la determinacion de la
sensibilidad a los antifungicos de los dermatofitos. No obstante
hemos observado importantes variaciones en los resultados

obtenidos que dependian de la especie y del antifungico ensayado.

2. Albaconazol ha sido uno de los pocos antifungicos que ha
demostrado poseer actividad in vitro frente a Scedosporium
prolificans. Hemos desarrollado un modelo experimental de
scedosporiosis sistémica en conejos y hemos demostrado que
albaconazol también es eficaz in vivo ya que el tratamiento con

dicho compuesto resolvié la infeccién.

3. A pesar de que voriconazol no presenta una buena
biodisponibilidad en ratones, hemos demostrado que dicho
antifungico mejoraba significativamente la infeccion sistémica por
S. apiospermum en ratones a los que se les suministr6 zumo de
pomelo como bebida unica. No se observd, en cambio, eficacia en
los tratamientos con ravuconazol, terbinafina, anfotericina B

desoxicolato y anfotericina B liposémica.

124



Conclusiones

4. Utilizando un modelo de infeccion sistémica por S. apiospermum
en cobayas, desarrollado por nosotros, obtuvimos un 100% de
supervivencia al ser tratados con voriconazol, lo que mejoraba
claramente los resultados obtenidos con el modelo murino. En
estudios de correlacion entre las CMI de voriconazol y su eficacia
in vivo, utilizando el mismo modelo, comprobamos que CMI de 0.5-
1 pg/ml serian indicativas de sensibilidad al farmaco y valores de 8

Mg/ml de resistencia al mismo.

5. Hemos desarrollado un modelo reproducible de aspergillosis
cerebral en ratones inmunodeprimidos que emula la infeccién

cerebral por Aspergillus fumigatus en humanos.

6. Los dos antifungicos de uso convencional para el tratamiento de la
aspergilosis, itraconazol y anfotericina B, no han sido efectivos en
la resolucién de la aspergilosis cerebral en el modelo que hemos

desarrollado.

7. A pesar de que los citados antifungicos, itraconazol y anfotericina
B, han demostrado tener actividad in vivo frente a la aspergilosis
sistémica en ratones, la asociacion entre micafungina y nikomicina
Z posee un efecto terapéutico superior que los anteriores en la

resolucion de la infeccion.
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8.

10.

Hemos desarrollado un modelo de infeccion sistémica por
Paecilomyces lilacinus en ratones para evaluar la eficacia in vivo
de la terbinafina y el ravuconazol. Dichos compuestos habian
demostrado cierta actividad en los ensayos in vitro, sin embargo
ninguno de ellos ni la combinacion de ambos presentd eficacia

frente a la infeccion.

No hemos conseguido desarrollar una fusariosis en cobayas a
pesar de haber ensayado diferentes indculos de diferentes
especies de Fusarium en animales inmunocomprometidos. Ello
confirma que las cobayas son resistentes a la infeccion por F.

solani y F. oxysporum tal como ya habian indicado otros autores.
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Given the greater than 90% lethality of clinical central nervous system (CNS) aspergillosis despite current
therapies, there is a need for an animal model to study therapeutic strategies. We previously established a
model of CNS aspergillosis by intracerebral infection and report here the results of treatment with the two
therapies with the greatest clinical experience, i.e., treatments with amphotericin B (AMB) and itraconazole
(ITZ). Mice were given cyclophosphamide to produce pancytopenia. AMB was given intraperitoneally (i.p.; 3
mg/kg of body weight) or intravenously (i.v.; 0.8 mg/kg) once daily. ITZ in cyclodextrin was given by gavage once
daily at a dose of 100 mg/kg or twice daily at 50 mg/kg. Treatments were started at day 1 postinfection and given
for 10 days. At day 15, survivors were euthanatized. Ninety percent of the mice given no treatment died by day
6, and 100% died by day 10. Mice treated with AMB either i.p. or i.v. had 40% survival. Mice treated with ITZ
either once or twice per day had a median survival time of 10 days, compared with 4 days for control animals,
but a survival rate of only 10%. AMB and ITZ prolonged survival (P, <0.0001 to <0.05) compared with
controls. Brains from surviving mice had CFU of Aspergillus fumigatus. This model can be used to compare
newer antifungals and to study combination therapy or immunotherapy to find better therapeutic alternatives.

The central nervous system (CNS) is the most common site
of hematogenous spread of Aspergillus species (2). Despite
current antifungal therapy, Aspergillus infection in the CNS is
almost always lethal, with mortality exceeding 90% (2). It is
difficult to study treatment strategies against CNS aspergillosis
in human trials given the limited numbers of patients with the
disease and the associated mortality. However, there is a clear
need to address this issue, as the number of susceptible hosts
with Aspergillus infections is increasing (4). For these reasons,
we developed a murine model of CNS aspergillosis to study the
disease and treatment strategies (1).

In this study, we evaluated the efficacies of itraconazole
(ITZ) and conventional deoxycholate-formulated amphoteri-
cin B (AMB) in a model of murine CNS aspergillosis.

Inocula. An isolate of Aspergillus fumigatus, AF-10, which
was cultured from a patient with pulmonary aspergillosis and
stored at the California Institute for Medical Research was
used. The isolate was incubated on potato dextrose agar plates
at 35°C for 48 h to form conidia. The conidia were extracted
and filtered through sterile gauze. The conidia were then
stored in a solution of 0.05% Tween 80 in normal saline at 4°C
and were used within 1 month. Three days prior to infection,
dilutions of the suspension were added to potato dextrose agar
plates. The number of CFU of the conidial solution was de-
termined 1 day prior to infection, and the solution was diluted

* Corresponding author. Mailing address: Department of Medicine,
Division of Infectious Diseases, Santa Clara Valley Medical Center,
751 S. Bascom Ave., San Jose, CA 95128-2699. Phone: (408) 885-4302.
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813

with 0.05% Tween 80 in normal saline to a concentration of
108 viable conidia/ml.

Mice. Five-week-old male CD-1 mice were purchased from
Charles River Laboratories, Wilmington, Mass. Mice were
used within 3 days of arrival and weighed an average of 25 g on
the day of infection. Animals were housed five per cage and
provided sterilized food and acidified water ad libitum. Treat-
ment and control groups consisted of 10 mice each.

Immunosuppression. Mice were given cyclophosphamide
intraperitoneally (i.p.) at a dose of 200 mg/kg of body weight
beginning 2 days prior to infection and then every 5 days until
euthanasia. Pancytopenia was documented by peripheral white
blood cell counts beginning on the day of infection and
throughout the experimental period (1).

Infection. Mice were anesthetized with methoxyflurane in-
halation. A total of 5 X 10° conidia in a volume of 50 wl was
inoculated intracerebrally at a point midline on the cranium, 4
to 5 mm posterior to the eyes (1). A 27-gauge disposable
needle was used to deliver the inoculum to a depth of 2 to 3
mm. Mice were fully recovered within 5 min of the procedure,
and there were no deaths as a result of the inoculation proce-
dure.

Drugs. AMB, a colloidal suspension in deoxycholate
(Pharma-Tek, Huntington, N.Y.), was reconstituted per the
manufacturer’s instructions, diluted in 5% dextrose in water
(D5W), and stored frozen, protected from light. Final concen-
trations were prepared in DSW on the first day of treatment.
ITZ powder (Janssen, Beerse, Belgium, and Ortho Biotech,
Raritan, N.J.) was prepared as an oral solution in hydroxypro-
pyl-B-cyclodextrin (CDX) as previously described (3).
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FIG. 1. Survival of groups of 10 male 5-week-old immunosup-
pressed CD-1 mice infected intracerebrally with A. fumigatus and left
untreated, given DSW, or treated with AMB at a dose of 3 mg/kg i.p.
(a) or 0.8 mg/kg i.v. (b). Treatments were started on day 1 postinfec-
tion and continued for 10 days.

On repeated in vitro testing (5), the MIC and minimum
fungicidal concentration of AMB for AF-10 were 1 and 2
pg/ml and those of ITZ were 3.13 and 6.25 pg/ml, respectively.

Treatment. All treatments began 24 h after infection and
continued daily for 10 days. Mice treated with AMB i.p. re-
ceived a dose of 3 mg/kg of body weight/day in 0.2 ml of diluent
(D5W), and mice treated with AMB i.v. received 0.8 mg/kg/day
in 0.2 ml of diluent. Controls consisted of untreated mice and
those given 0.2 ml of diluent either i.p. or i.v. to correspond to
the treatment route. ITZ at either 100 mg/kg once a day (QD)
or 50 mg/kg twice a day (BID) was given by gavage in 0.1 ml of
CDX solution prepared the day prior to treatment. Control
animals were left untreated or given 0.1 ml of CDX solution by
gavage. Earlier studies in our laboratories have suggested some
toxicities with higher doses of these drugs administered by
these routes.

Survival studies. Cages were inspected twice daily. All ani-
mals were observed for 4 days after the end of treatment, for
a total period postinfection of 15 days. Mice surviving to day 15
were euthanatized using CO, anoxia. The brains were re-
moved, homogenized in sterile saline with a Tissumizer (Tek-
mar, Cincinnati, Ohio), and further diluted in saline. Homog-
enates were cultured on plates containing Sabouraud’s
dextrose agar and 50 mg of chloramphenicol/liter and incu-
bated at 35°C for 48 h. Colonies were counted to determine the
fungal burdens remaining in the entire organ. Plates containing
no colonies were kept for 5 days and reexamined before being
discarded.
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FIG. 2. Survival of groups of 10 male 5-week-old immunosup-

pressed CD-1 mice infected intracerebrally with A. fumigatus and left

untreated, given CDX, or treated with ITZ orally at a dose of 100

mg/kg QD (a) or 50 mg/kg BID (b). Treatments were started on day 1
postinfection and continued for 10 days.

Histopathology. Histopathologic examination of survivors
from some replicate experiments was performed as previously
described (1).

Statistics. Survival was analyzed with the Mantel-Haenszel
log rank test using Prism software (version 3.02; GraphPad
Software, San Diego, Calif.). Organ burdens were converted to
log,, for comparison using a Mann-Whitney U test.

AMB therapy. Figure la illustrates the survival curves for
mice treated with AMB i.p. versus those for the control ani-
mals. Survival of the AMB-treated group was greater than that
of the untreated group as well as that of the group treated with
D5W (P = 0.0007 and 0.014, respectively). Four of 10 mice
treated with AMB survived until day 15, compared with none
in the control groups. Similar results were obtained in two
additional experiments (data not shown). Treatment with
AMB i.v. and that with AMB i.p. gave similar results (Fig. 1b).
Mice treated with AMB i.v. survived longer than those given
no treatment or those given D5W iv. (P = 0.018 and 0.0011,
respectively). No control animals survived through day 15,
compared with 4 of 10 mice treated with AMB.

All euthanatized mice from treatment groups, except one
mouse treated with AMB i.p., had CFU in brain tissue. Mice
treated with AMB i.p. (n = 4) had a mean log,, CFU of 1.44,
and those treated i.v. (n = 4) had a mean log,, CFU of 2.66.
Histopathological examination, in replicate experiments, of
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surviving mice treated with AMB revealed brains with inflam-
mation and meningitis, which were milder than what was pre-
viously described in untreated animals (1) and without the
focal abscesses or cerebritis previously described (1); kidneys
showed no evidence of infection, unlike the dissemination de-
scribed previously (1).

ITZ therapy. Figure 2a shows the survival of mice treated
once daily with ITZ in comparison with that of control animals.
ITZ-treated mice survived longer than untreated or CDX-
treated mice (P < 0.0001 for both comparisons). At day 15,
only one mouse in the ITZ-treated group was alive. Figure 2b
shows that mice treated with ITZ BID survived significantly
longer than untreated control mice (P = 0.041). ITZ QD and
ITZ BID gave similar results (median survival, 12 versus 8
days, respectively). Both mice that survived until day 15 in the
ITZ treatment groups had CFU in brain tissue. Indistinguish-
able results were seen in two additional experiments, in which
the results with I'TZ administered QD were compared directly
with the results with AMB administered i.p. (data not shown).
Histopathology of brain and kidneys from one surviving ITZ-
treated mouse demonstrated the presence of scattered lym-
phocytes in both organs.

The treatment studies described here represent the first
evaluation of therapies against Aspergillus infections in a new
murine model of CNS aspergillosis. The two drugs gave similar
results. Although these two antifungals did prolong survival,
they did not successfully eradicate the infection, as demon-
strated by survival rates of only 10 to 40% at day 15 and the
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presence of Aspergillus in brain tissue. These results are con-
sistent with current experience in patients, in whom therapy
with AMB or ITZ is often not successful at stopping progres-
sion of the disease or eradicating the infection (2). The results
with this model would not suggest that one of these therapeutic
agents is preferred for Aspergillus infection at this site.

This study demonstrates the potential use of this murine
model (1) for evaluating therapies against CNS aspergillosis.
This model offers the potential to evaluate both prolongation
of survival and effect on residual infection by examination of
fungal burden and histopathology in brain tissue. This could
provide an opportunity to study new agents and new ap-
proaches to the treatment of Aspergillus infections in the CNS,
including combination therapy and immunotherapy.
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There are no effective therapeutics for treating invasive Scedosporium prolificans infections. Doses of 15, 25,
and 50 mg/kg of body weight/day for the new triazole albaconazole (ABC) were evaluated in an immunocom-
petent rabbit model of systemic infection with this mold. Treatments were begun 1 day after challenge and
given for 10 days. ABC at any dose was more effective than amphotericin B (AMB) at 0.8 mg/kg/day at clearing
S. prolificans from tissue (P < 0.007). The percentages of survival at 25 mg of ABC/kg/day were similar to those
obtained with AMB. Rabbits showed 100% survival when they were treated with 50 mg of ABC per kg (P <
0.0001 versus control group), and only this dosage was able to reduce tissue burden significantly in the five
organs studied, i.e., spleen, kidneys, liver, lungs, and brain.

Scedosporium prolificans is an emerging filamentous fungus
that infects both immunosuppressed and healthy patients, and
it is the most common agent of disseminated phaeohyphomy-
cosis (2, 11, 14, 15, 20). The infection is probably mostly ac-
quired by inhalation of conidia and can take a wide variety of
forms. Disseminated infection is associated mainly with pa-
tients with underlying blood malignancies and is usually fatal.
The infection is generally treated with amphotericin B (AMB)
and occasionally with other drugs, although the outcome is not
often successful (2, 9, 15, 20). Several in vitro studies have
demonstrated that S. prolificans is generally resistant to the
antifungal agents available, and this correlates with the poor
clinical response (5, 7). In a previous paper, we demonstrated
that high doses of liposomal amphotericin B (10 mg/kg of body
weight/day) combined with granulocyte colony-stimulating fac-
tor were moderately effective in the treatment of murine sce-
dosporiosis (18). However, further studies are required to de-
termine whether more appropriate dosages of the drug and
more suitable strategies that combine it with granulocyte col-
ony-stimulating factor or other lymphokines provide better
results. Another alternative, which is practically unexplored, is
to use a therapy combining two antifungal agents. In vitro
studies have demonstrated that itraconazole combined with
terbinafine has a synergic effect against clinical isolates of this
fungus (16). This is a line of investigation that deserves to be
developed, although the rapid clearance of both drugs in mice
makes it necessary to use other animal models for testing this
combination. In spite of these promising approaches, alterna-
tive treatments for these severe and increasingly frequent my-
coses still need to be investigated. The new triazole albacon-
azole (ABC) showed good in vitro activity against this fungus
in a recent study which tested 30 strains (5). This drug has also
shown good in vitro activity against dermatophytes, Aspergillus,
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Paecilomyces, and Candida species, among others (4, 8, 19).
The concentrations of this drug achieved in plasma of mice are
very low, and its half-life is short; however, its pharmacokinet-
ics and bioavailability are excellent in rabbits (1). The aim of
the present study was to develop a rabbit model of systemic
infection by S. prolificans to evaluate the efficacy of an escala-
tion in dose of ABC.

MATERIALS AND METHODS

Strains. Two strains of S. prolificans, FMR 6654 and FMR 3569, isolated from
human blood, were used.

Animals. New Zealand White male rabbits (weight, ca. 2.5 kg) obtained from
San Bernardo S.L., Navarra, Spain, were used in the study. The rabbits were
individually housed and were maintained with water and standard rabbit feed ad
libitum. They were monitored daily for 18 days. Conditions were approved by the
Animal Welfare Committee of the Rovira i Virgili University.

Inoculum preparation. The strains were retrieved from storage in slant cul-
tures with sterile paraffin oil and were subcultured on potato dextrose agar plates
at 30°C for 7 to 10 days. The inoculum was prepared as described in previous
studies (18). Rabbits were infected intravenously via a lateral ear vein.

Model infection. To determine a suitable lethal dose, groups of five rabbits
were established. Three inocula of two different strains were tested, i.e., 5 X 10°,
1 x 107, and 1 X 10® CFU of the strain FMR 6654/animal and 5 X 10°, 1 X 107,
and 5 X 10® CFU of the strain FMR 3569/animal. Animals were checked daily
for 18 days.

Antifungal agents. ABC (Uriach & cia., Barcelona, Spain) was dissolved in
0.2% carboxymethylcellulose and 1% Tween 80 in distilled water at a concen-
tration of 125 mg/ml. AMB (Fungizona; Squibb Industria Farmaceutica, Barce-
lona, Spain) was dissolved in distilled water for a final stock solution of 5 mg/ml.
The final concentration for administration was prepared in 5% dextrose.

Treatments. After screening two strains of S. prolificans at different concen-
trations of inocula, animals, in groups of eight, were infected with an inoculum
of 107 CFU of the strain FMR 6654. Treatments began 24 h after infection and
were given once daily for 10 days. ABC was administered orally with a 5-ml
syringe with an attached animal feeding needle at 15, 25, and 50 mg/kg. AMB was
administered intravenously as a bolus, via a lateral ear vein, at 0.8 mg/kg. The
control group received oral placebo treatment, i.e., 0.2% carboxymethylcellulose
and 1% TWEEN 80 in distilled water.

Tissue burden study. Animals which experienced paralysis, convulsion, or
prolonged anorexia or dehydration or survived to the end of the experiment were
sacrificed by injecting a concentrated pentobarbital solution intravenously (22).
Kidneys, spleen, liver, lungs, and brain were collected, and portions of 1 g of each
organ were homogenized in 2 ml of 0.9% saline. Homogenates were serially
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FIG. 1. Survival curves of rabbits infected with 10’ CFU of S. pro-
lificans FMR 6654.

diluted in saline and plated in duplicate on potato dextrose agar, and colonies
were counted after 96 h of incubation at 30°C.

Histopathology. A portion of each specimen was placed in 10% buffered
formalin for the histopathological study. Organs were sectioned in a paraffin
block, and the sections were stained with hematoxylin-eosin, periodic acid Schiff,
and Grocott methenamine silver (6).

Statistical methods. Survival rates were evaluated with the Kaplan-Meyer test
using Graph Pad Prism software, version 3.00 for Windows. Organ burdens were
converted to log;y CFU and compared using the Mann-Whitney U test.

RESULTS AND DISCUSSION

In general mortality correlated with the size of the inocula.
The largest inoculum (10* CFU) of the strain FMR 6654 was
highly lethal (100% mortality in 5 days) for rabbits with a mean
survival time (MST) of 4 days. The rabbits infected with 107
CFU died between 4 and 10 days postinfection (MST = 7.13
days). With the smallest inoculum (5 X 10° CFU), only two
animals died in 18 days. Rabbits infected with 5 X 10® CFU of
strain FMR 3569 showed an MST of 2 days. Animals which
received an inoculum of 10” CFU of that strain had an MST of
11.5 days, and those infected with 5 X 10° CFU had 100%
survival (MST > 18 days).

Inocula of 107 for both strains were tested again in triplicate.
The results obtained with the strain FMR 6654 were more
reproducible (MST = 7.19 * (.32 days) than with strain FMR
3569 (MST = 9.58 = 4.69 days). On the basis of these results,
an inoculum of 107 CFU of strain FMR 6654/animal was cho-
sen for the study.

Figure 1 shows the survival curves for the treated animals
and the control group. Untreated animals began to die 4 days
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postinfection, and by day 12 no animal survived (MST = 7.12).
The mortality of the animals treated with ABC at 15 mg/kg/day
was similar (MST = 7.25) to that of the control group (P =
0.34). Animals treated with ABC at 25 mg/kg/day or AMB at
0.8 mg/kg/day showed 50% survival (MST = 13.37 and 14.87,
respectively), and survival rates were significantly greater than
those for untreated animals (P < 0.01). All the animals that
received ABC at 50 mg/kg/day survived at the end of the
experiment (P < 0.0001 versus control group results).

CFU counts from semiquantitative cultures of spleen, kid-
ney, liver, lung and brain are shown in Table 1. The organs of
all the untreated animals, in particular the kidneys, were ex-
tensively infected. The animals treated with ABC at all tested
doses had lower tissue burdens than the control group. S.
prolificans was undetectable in the liver, spleen, and lung cul-
tures. AMB reduced tissue burden significantly in the liver and
spleen (P = 0.002 and 0.012 versus control group results,
respectively), but ABC was more effective at all doses in the
spleen (P < 0.001 versus AMB group results). In lung tissue,
AMB reduced colony counts but not significantly (P = 0.061).
However, all the animals that received ABC showed negative
cultures from this organ (P < 0.007 versus AMB results; P <
0.001 versus results for untreated animals). In the kidney and
brain, only animals receiving ABC at a dose of 50 mg/kg/day
significantly reduced tissue burden in comparison to the con-
trol group (P < 0.001 and P = 0.023, respectively).

The histopathological study confirmed that the kidney was
the organ that was most affected, but no visible lesions were
observed in the liver, lung, or spleen from either treated or
untreated animals. In control animals, the kidney showed nu-
merous micro- and macroabscesses with central necrotic areas,
considerable inflammatory cell response, and numerous fungal
elements in parenchymatous tissue (Fig. 2b) and the pelvis.
Small areas of glomerular and tubular necrosis with hyphae
and conidia were observed. Approximately 20% of control
animals showed microabscesses in the brain (Fig. 2a). The
histopathological features of the animals treated with the low-
est doses of ABC were similar to those of the untreated group.
No lesions, however, were found in the brain. AMB or ABC at
25 mg/kg/day attenuated the histopathological severity in the
kidney the same as in controls. In both groups, abscesses with
some inflammatory and fungal cells were observed. No histo-
logical damage was observed in the central nervous system.

TABLE 1. Semiquantitative results of organ cultures of rabbits treated with antifungal therapy begun 24 h after challenge

Log,, geometric mean CFU/g [95% CV] (no. of positive cultures/no. of rabbits cultured)

Group®

Spleen Kidney Liver Lung Brain
Control 2.17[2.15-2.27] (8/8) 3.94 [3.5-4.71] (8/8) 2.01 [1.54-2.48] (8/8) 2.82[2.68-2.94] (8/8) 2.42[1.50-3.34] (8/8)
AMB 1.43 [0.91-1.95]° (6/8) 3.44 [2.88-4.00] (8/8) 0.58 [—0.32-1.47]° (2/8) 1.70 [0.17-3.22] (4/8) 0.95 [—5.22-2.43] (2/8)
ABC 15 0> (0/8) 2.94[2.21-3.71] (8/8) 04 (0/8) 0% (0/8) 1.08 [0.10-2.07] (4/8)
ABC25 074 (0/8) 3.21 [2.80-3.44] (8/8) 07 (0/8) 0% (0/8) 1.11 [0.11-2.10] (4/8)
ABC 50 0> (0/8) 0.33 [—0.27-0.95]" (1/8) 04 (0/8) 0% (0/8) 0.42 [—0.23-1.08]° (2/8)

“ P < 0.007 versus values obtained with AMB.

b P < 0.001 versus values obtained with AMB.

¢ P < 0.012 versus values obtained with control.

4P < 0.001 versus values obtained with control.

¢ P = 0.023 versus values obtained with control.

/CI, confidence interval.

£ Drug and dose in milligrams/kilogram/day are given.
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FIG. 2. (a) Subcortical microabscess in the brain of an untreated animal. Periodic acid Schiff stain (magnification, X60). (b) Fungal growth in
parenchymatic tissue of kidney of an untreated animal. Grocott stain was used (magnification, X240). (c) Area of tissue regeneration after a
necrotic process in renal parenchyma. Animal was treated for 10 days with ABC at 50 mg/kg/day. Periodic acid Schiff stain was used (magnification,

X200).

The least renal affection was observed in animals that re-
ceived ABC at a rate of 50 mg/kg/day. In this group, only small
residual foci with few or no fungal cells were observed. It is
worth mentioning that in the animals of this group, areas with
postnecrotic tissular regeneration, without inflammatory or
fungal cells, were also present (Fig. 2c). No signs of toxicity
were detected in any of the treated animals.

Up to now murine models were the only models developed
to study Scedosporium infections in animals (3, 17, 18). The
mouse is usually the animal of choice for infections by numer-
ous fungal species because of its availability and the large
accumulation of information regarding its pathophysiology.
However, in our case the pharmacokinetics of ABC in mice
was not useful. The rapid clearance of ABC in mice makes
these animals unsuitable for testing efficacy. Consequently, we
established a reproducible model of acute scedosporiosis in
rabbits and demonstrated that the severity of the infection is
determined by the size of the inoculum. Although not as com-
monly used as mice, rabbits have been useful for testing several
drugs against systemic infections by different species of fila-
mentous fungi (12, 13, 21, 22). In the development of our

rabbit model, we have followed some of the procedures used in
such studies. In our model, the infection was especially acute in
the kidneys and brain, where abscesses and hyphae were
clearly evident. Previously, we had also noticed tropism of S.
prolificans for these organs in mice (3). The results of our
present study demonstrated that ABC has therapeutic efficacy
against systemic scedosporiosis in nonimmunosuppressed ani-
mals. This is important because the fungus causes infections
not only in neutropenic patients but also in immunocompetent
people (10, 23). In the latter, the fungus usually causes bone
and joint infections and locally invasive diseases. Infections by
S. prolificans have increased dramatically in recent years, and it
is now one of the most common filamentous fungi that cause
systemic infections in humans. In a recent review of dissemi-
nated phaeohyphomycosis reported in the last decade, S. pro-
lificans was by far the most common species (20). The fact that
even low doses of ABC were able to reduce tissue burden more
effectively than AMB and that at higher doses rabbits reached
100% survival is very hopeful, because so far there have been
no effective treatments of systemic scedosporiosis.
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We used a modified reference microdilution method (the M-38P method) to evaluate the in vitro activities
of the new triazole UR-9825 in comparison with those of amphotericin B against 77 strains of opportunistic
filamentous fungi. UR-9825 was clearly more active than amphotericin B against all fungi except Fusarium
solani and Scytalidium spp. Notably, UR-9825 had low MICs for Aspergillus fumigatus and Paecilomyces lilacinus
(MICs at which 90% of isolates are inhibited, 0.125 pg/ml for both species).

The incidence of opportunistic infections caused by molds is
continuously increasing, and such infections can be severe and
difficult to treat, especially in immunocompromised patients.
Immunosuppressive and cytotoxic therapies and hematological
malignancies, among others, are important risk factors for such
infections (6, 12, 18). Nowadays, the options for treatment of
opportunistic infections are still led by amphotericin B and, to
a lesser extent, a few azole derivatives, which frequently fail.
For this reason the development of new potent and broad-
spectrum antifungal agents is an important challenge for mod-
ern medicine. UR-9825 is a new triazole with a potent, broad
spectrum of antifungal activity, good pharmacokinetics, and
excellent bioavailability (3). It has been demonstrated to have
good in vitro activities against pathogenic yeasts (17; J. Bar-
troli, E. Turmo, M. Alguer6, E. Boncompte, L. Vericat, L.
Conte, J. Ramis, J. Garcia-Rafanell, and J. Forn, Abstr. 37th
Intersci. Conf. Antimicrob. Agents Chemother., abstr. E67, p.
125, 1997) and some filamentous fungi (10; B. Fernandez-
Torres, A. Carrillo, E. Martin, A. del Palacio, M. K. Moore, A.
Valverde, M. Serrano, and J. Guarro, 6th Congr. Eur. Confed.
Med. Mycol. Soc., abstr. P9-014, p. S161, 2000; J. Guarro, J.
Cano, J. Gené, M. Solé, and A. J. Carrillo-Munoz, Abstr. 14th
Congr. Int. Soc. Hum. Anim. Mycol., p. 84, 2000). It has also
been shown to have activity for the treatment of systemic
aspergillosis and candidiasis in experimental animal models
(M. L. Vericat, M. Alguerd, M. Merlos, L. Perez, A. Arano,
and J. Forn, Final Programme Abstr. Book, Trends in Invasive
Fungal Infections 4, abstr. P-94, p. 142, 1997).

In the study described here we have compared the in vitro
activities of this compound and those of amphotericin B
against 77 clinically important filamentous fungi from our col-
lection (Facultat de Medicina de Reus). They included 10
isolates of Aspergillus fumigatus, 11 isolates of Aspergillus fla-
vus, 11 isolates of Aspergillus niger, 10 isolates of Fusarium
solani, 10 isolates of Paecilomyces variotii, 10 isolates of Pae-
cilomyces lilacinus, 10 isolates of Chaetomium globosum, 2 iso-
lates of Scytalidium lignicola, and 3 isolates of Scytalidium di-
midiatum. Isolates were retrieved from storage in water or
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slant cultures covered with sterile parafin oil and were subcul-
tured on potato dextrose agar plates at 35°C for 7 to 10 days
and, in the case of C. globosum, on oatmeal agar plates at 25°C
for 15 days (9). P. variotii ATCC 36257 was included as the
quality control strain, and it was tested in each series. UR-9825
and amphotericin B were provided as pure powders by J.
Uriach & Co. (Barcelona, Spain) and the U.S. Pharmacopeia
(Rockville, Md.), respectively. Both drugs were dissolved in
dimethyl sulfoxide (Panreac Quimica S.A., Barcelona, Spain)
and diluted in RPMI 1640 buffered with morpholinepropane-
sulfonic acid (MOPS) to a final concentration range of 16 to
0.03 pwg/ml. The inocula were prepared by scraping the sporu-
lated fungi from the agar plates with a loop and suspending
them in sterile saline solution. The fungal suspensions were
filtered once through sterile gauze to remove the hyphae. For
the preparation of ascospores and conidial suspensions of C.
globosum and Aspergillus spp., respectively, we used 0.05%
Tween 20 (Panreac Quimica S.A.) in sterile saline solution.
The resulting suspensions were vigorously vortexed and ad-
justed spectrophotometrically (A = 530 nm) to 80 to 82%
transmittance for Aspergillus spp., 68 to 70% transmittance for
Fusarium spp. (14), and 74 to 76% transmittance for Paecilo-
myces spp. Inocula of Scytalidium spp. and C. globosum were
prepared with a hemocytometer. The final inocula in the mi-
crotiter plates were 0.34 X 10* to 6.5 X 10* spores/ml.

MICs were determined by a broth microdilution method
mainly by following National Committee for Clinical Labora-
tory Standards guidelines for molds (14). MICs were deter-
mined in 96-well round-bottom microtiter plates, with a final
volume of 200 pl per well. A 100-p1 fungal inoculum was added
to each well of the microdilution trays, which were incubated
without agitation at 35°C with the exception of trays containing
C. globosum, which were incubated at 25°C (9). Readings were
taken when growth in the drug-free well was evident. The
MICs of UR-9825 were determined visually with a reading
mirror and were the lowest drug concentrations that inhibited
50% fungal growth compared with the growth in the drug-free
well. The MICs of amphotericin B were the lowest drug con-
centrations that inhibited 100% of the fungal growth.

Most of the fungal isolates tested produced adequate growth
in microtiter plates within 48 h. MICs for Scytalidium spp. were
interpreted at 96 h, and those for C. globosum isolates were
interpreted at 120 h. The in vitro activities of UR-9825 and
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TABLE 1. In vitro activities of UR-9825 and amphotericin B
against pathogenic mold isolates

Species (no. of isolates) MIC (p.g/ml)

and antifungal agent

Range 50% 90%

Aspergillus fumigatus (10)

UR-9825 0.06-0.125 0.06 0.125

Amphotericin B 1-2 1 2
Aspergillus flavus (11)

UR-9825 0.06-0.25 0.125 0.25

Amphotericin B 0.25-4 1 2
Aspergillus niger (11)

UR-9825 0.06-0.5 0.25 0.5

Amphotericin B 0.06-1 0.125 1
Fusarium solani (10)

UR-9825 4->16 16 >16

Amphotericin B 1-2 2 2
Paecilomyces variotii (10)

UR-9825 0.03->16 0.06 0.125

Amphotericin B 0.125-1 0.25 0.5
Paecilomyces lilacinus (10)

UR-9825 0.06-0.5 0.125 0.125

Amphotericin B >16 >16 >16
Chaetomium globosum (10)

UR-9825 1-2 2 2

Amphotericin B 1-16 4 16
Scytalidium lignicola (2)

UR-9825 >16

Amphotericin B 2
Scytalidium dimidiatum (3)

UR-9825 2->16

Amphotericin B 2-4

amphotericin B against the 77 strains are summarized in Table
1. The data are presented as MIC ranges and as the lowest
drug concentration required to inhibit 50 and 90% of the
isolates of each species (MICs, and MIC,,, respectively). With
the exception of the MICs for F. solani and Scytalidium spp.,
UR-9825 had lower MICs than amphotericin B. The high
MICs of amphotericin B and UR-9825 for F. solani (MICys, 2
and >16 pg/ml, respectively) were not a surprise because of
the poor activities of all the available antifungals against this
fungus that have previously been reported by different inves-
tigators (5, 8, 15, 16). UR-9825 and amphotericin B were also
poorly active against the two species of Scytalidium tested
(MIC,, of UR-9825, >16 pg/ml for both species; MICy,s of
amphotericin B for S. lignicola and S. dimidiatum, 2 and 4
pg/ml, respectively). Scytalidium spp. are common agents of
onychomycosis. Amphotericin B and ketoconazole are the
drugs recommended for the treatment of these infections, al-
though in many cases they are ineffective. Recently, we tested
the in vitro activities of six antifungal agents including ampho-
tericin B, miconazole, itraconazole, ketoconazole, fluconazole,
and flucytosine against 17 strains of Scytalidium spp. (7). In
that study, amphotericin B (MIC,,, 1 pg/ml) and miconazole
(MICyy, 4 pg/ml) showed the best results. As miconazole is not
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well tolerated when it is administered intravenously, ampho-
tericin B seems to be the only drug available for the treatment
of these systemic infections.

One of the most noteworthy aspects of the present study is
the good activity of UR-9825 against the three species of As-
pergillus tested. The MIC ranges and MIC,,s were 0.06 to 0.125
and 0.125 pg/ml for A. fumigatus, respectively; 0.06 to 0.25 and
0.25 wg/ml for A. flavus, respectively; and 0.06 to 0.5 and 0.5
wg/ml for A. niger, respectively. These values were lower than
those for amphotericin B. The latter is still the antifungal most
frequently used to treat aspergillosis. Recently, Verweij et al.
(P. E. Verweij, A. J. M. M. Rijs, J. P. Donnelly, and J. F. G. M.
Meis, Abstr. 38th Intersci. Conf. Antimicrob. Agents Che-
mother., abstr. J33, p. 460, 1998) also tested UR-9825 against
A. fumigatus and obtained similar results (MIC range, 0.06 to
0.5 pg/ml). The new triazole also demonstrated excellent ac-
tivity against the 20 strains of P. variotii and P. lilacinus tested.
The MIC,, was 0.125 pg/ml for both species. This is very
interesting, especially in the case of P. lilacinus, an emerging
opportunistic fungus which in recent years has caused larger
numbers of infections in humans ranging in severity from nail
infections to fatal endocarditis (4, 6, 10, 19). Until now this
fungus has always been resistant to the available antifungals. In
the present study amphotericin B was ineffective (MIC, >16
pg/ml) against all isolates tested. In a previous study by Aguilar
et al. (1), numerous strains of Paecilomyces were tested against
six antifungals, and none of them was shown to be effective
against P. lilacinus. Few data on the susceptibilities of Chaeto-
mium spp. exist. This genus has been involved in several cases
of infections in humans (2, 6, 9, 11, 13). In our study we have
included 10 strains of C. globosum as a representative species
of the genus. The MICs of both antifungals were relatively high
for this species; however, those of UR-9825 (MICys, 2 pg/ml)
were clearly lower than those of amphotericin B (MICys, 16
pg/ml). Guarro et al. (9) previously tested the activities of six
antifungal agents against numerous clinical and environmental
strains of Chaetomium spp. and showed that the MICs of the
six agents were similar to the MIC of amphotericin B (MIC,,,
9.23 pg/ml at 72 h of incubation), despite the use of a different
methodology (the macrodilution method).

In conclusion, the MICs of UR-9825 were, in general, lower
than those of amphotericin B for several strains of opportu-
nistic fungi, including some species refractory to treatment
such as P. lilacinus. This potent triazole constitutes a promising
therapeutic agent for the treatment of those fungal infections
for which there is no effective therapy; however, further in vivo
studies with experimental animal models are needed to con-
firm this activity.
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