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Comunicacion breve

(

Sensibilidad al fluconazol de aislamientos de
Trichophyton rubrum

Susceptibility testing of fluconazole to Trichophyton rubrum isolates)

Norma T. Gross-Martinez!, Moisés Urefia-Sanchez' y Olga Chaves-Madrigal?

Resumen

Antecedentes: Trichophyton rubrumes el dermatofito més frecuentemente aislado a nivel mundial
y afecta principalmente: piel glabra, unas de las manos y de los pies. El fluconazol es utilizado con
frecuencia para el tratamiento de las onicomicosis en nuestra poblacién, por lo que el objetivo de la
presente investigacién fue estudiar la sensibilidad a este antifingico, de aislamientos costarricenses
de T rubrum.

Métodos: se investigd la sensibilidad in vitro al fluconazol de 80 aislamientos de 7. rubrum,
obtenidos de muestras de piel y sus anexos. El método utilizado fue el de microdilucién M-38A,
descrito por el “National Committee for Clinical Laboratory Standards”. Las diluciones finales del
fluconazol fueron de 0,25 a 128 pg/ml.

Resultados: la mayorfa de los aislamientos fueron obtenidos de ufias de los pies (68,75%). El
86,25% de los aislamientos analizados presentaron una concentracién minima inhibitoria entre
0,25-8 pg/ml, el 8,75% entre 16-32 ug/ml y un 5% > 64 ug/ml. De estos aislamientos resistentes,
dos fueron de ufas de los pies y dos de plantas de pie.

Conclusion: debido a que la mayorfa de los aislamientos de 7. rubrum demostraron ser sensibles al
fluconazol, solo se recomienda realizar la prueba de sensibilidad a este antifingico en casos de falla
terapéutica, especialmente en pacientes con onicomicosis en la cual el tratamiento es prolongado.

Descriptores: fluconazol, onicomicosis, resistencia antiftngica, 7richophyton rubrum

Abstract

Introduction: 7richophyton rubrum is worldwide the most frequent isolated dermathophyte,
affecting skin, fingernails and toenails. Fluconazole is commonly used to treat onychomycosis in
our population, thus, the objective of the present study was to study the susceptibility of 7. rubrum
costarrican isolates to this antifungal.

Methods: The in vitro susceptibility to fluconazole of 80 isolates of 7. rubrum taken from skin and
its annexes was investigated using the microdilution method M-38, as described by the National
Committee for Clinical Laboratory Standards. The final fluconazole dilutions were from 0.25 to 128
ng/ml.

Results: The majority of 7 rubrum isolates were obtained from toenails (68.75%). Among the
isolates studied, 86.25% showed a minimal inhibition concentration between 0.25-8 pg/ml, 8.75%
between 16-32 pg/ml and 5% > 64 pg/ml. Two out of the four resistant isolates were obtained from
toenails, and two from the sole.
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Conclusion: Since the majority of 7 rubrum isolates were susceptible to fluconazole, we
recommend performing susceptibility tests only in cases of therapeutic failure, especially in patients
with onychomycosis for whom treatment may last for several months.

Keywords: Antifungal resistance, fluconazole, onichomycosis, 7richophyton rubrum

Fecha recibido: 26 de febrero de 2013

En las dltimas décadas la incidencia de infecciones causadas
por dermatofitos ha aumentado considerablemente.!? En Costa
Rica existen pocas publicaciones al respecto, aungque se conoce
que los dermatofitos causan infecciones en piel y sus anexos con
frecuencia, y que el agente etioldgico mds comtinmente aislado
es Trichophyton rubrum.®“ El fluconazol es un antifingico
ampliamente utilizado en nuestra poblacién como tratamiento
para la onicomicosis, el cual tiene una duracién de 6-12 meses
para las ufias del pie y 3-6 meses para las ufias de los dedos
de la mano.> Por lo tanto, interesa investigar la sensibilidad a
este antifingico de las cepas de 7. rubrum que circulan en la
poblacién. A pesar de que la comunicacién de casos con mala
respuesta terapéutica va en aumento a nivel mundial,’ hasta
el momento son pocos los estudios de sensibilidad realizados
para demostrar su resistencia; entre estos, cabe mencionar
dos que reportan resistencia a azoles en aislamientos de 7.
rubrum.®® la escasa comunicacién obedece en parte a la
dificultad que ofrece el montaje de las pruebas de sensibilidad
de los hongos filamentosos, donde hay que considerar variables
como tiempo y temperatura de incubacion de la prueba, medio
adecuado para la produccién de aleurias y macroaleuriosporas
de los dermatofitos, entre otras.!®!! Actualmente el método
de referencia para los hongos filamentosos es el documento
M38-A2 del Instituto de Estdndares de Laboratorios Clinicos
(Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI, por sus siglas
en inglés).'? Sin embargo, su utilidad para los dermatofitos se
limita Ginicamente a fines investigativos y no constituye atin una
prueba de rutina. Dada la frecuencia del uso de fluconazol en
la poblacién costarricense y la baja sensibilidad de 7. rubrum al
fluconazol, reportada por otros autores,®® en el presente estudio
se investigd el perfil de resistencia al fluconazol de cepas 7.
rubrum aisladas en el medio nacional.

Métodos

Muestras e identificacion de 7. rubrum: se estudié 80
aislamientos de 7. rubrum obtenidos de muestras de piel y sus
anexos (Laboratorio Clinico del Hospital Calderén Guardia,
Laboratorio de Micologfa Médica, Facultad de Microbiologfa,
Universidad de Costa Rica). 7. rubrum se identificé por su
morfologfa macroscépica tipica en el anverso y reverso de
las colonias, en los medios de cultivo de agar glucosado de
Sabouraud con y sin cicloheximida. Las cepas de mantuvieron
en medio D a temperatura ambiente (20-30°C). Este medio
es utilizado para la identificacién y el mantenimiento de los
dermatofitos, debido a que pone de manifiesto las caracteristicas
macro y microscépicas, y retarda considerablemente el
pleomorfismo de estos hongos. '

Fecha aceptado: 31 de octubre de 2013

Prueba de sensibilidad a fluconazol: se determiné la
concentracién minima inhibitoria (CMI) de las cepas, segln el
meétodo de referencia de microdilucién CLSI M38-A2.1% La cepa
control fue 7. rubrum ATCC 28188.

Antiftingico y diluciones: se preparé una dilucién madre de
fluconazol en polvo estdndar, donado por Stein Laboratories,
Costa Rica, en dimetil sulféxido (DMSO, Sigma Chemicals
Co., USA). Para elaborar la solucién madre, el antimicético se
preparé 100 veces mds concentrado de lo que se usd; en el caso
del fluconazol, la concentracién mads alta es de 128 pg/ml, por
lo que se prepard 12 800 pg/ml. Luego, se prepararon 9 tubos
con 1 ml de DMSO cada uno y se hicieron diluciones dobles
de la solucién madre; las concentraciones en pg/ml fueron
12 800, 6 400, 3 200, 1 600, 800, 400, 200, 100, 50 y 25.
De la serie anterior se transfirieron 200 ul a una nueva serie
de tubos con 9,8 ml de medio RPMI 1640 (Sigma Chemicals
Co., USA). Al finalizar este paso, se conté con 10 ml de las
soluciones de antiflingico listas para cargar las microplacas de
96 pocillos. Se procedié a preparar las microplacas colocando
100 ml por pocillo, de cada una de las diluciones de fluconazol.
Las concentraciones finales fueron 0,25-128 pg/ml.

Preparacién del inéculo: 7. rubrum se cultivd en tubos
inclinados de agar Avena por 7 dfas, a 35°C, para la obtencién
de esporas. Luego, se agregd 1 ml de solucién salina estéril
(85%) a cada tubo y se pasé un aplicador estéril sobre la
superficie del cultivo. Las esporas en suspensién se contaron en
un hemocitémetro vy, finalmente, se hizo una dilucién en RPMI
1640 a una concentracién de 1-5 x 10%/ml.

Prueba de microdilucion en caldo: las placas de
microdilucién cargadas con el antimicético se inocularon
agregando 100 pl de la suspensién de las esporas a cada pocillo.
Los pocillos controles de crecimiento (pocillo 12) consistieron
en el indculo de las esporas y RPMI 1640 sin antimicético, y
el blanco de reactivos fue RPMI 1640 (pocillo 11). La prueba
de sensibilidad de cada cepa se realizé en duplicado. La placa
de microtitulo se incub6 a 28°C por 4 dfas, y el crecimiento
del hongo en los pocillos se leyé de forma visual, comparando
con el control de crecimiento. También se realizaron lecturas
espectrofotométricas a 450 nm para determinar la absorbancia.
El valor del blanco de reactivo (pocillo 12) se resté a los demds
pocillos. Se tom¢ el valor de densidad éptica del pocillo 11
como del 100% de crecimiento. De acuerdo con el método de
referencia de microdilucién CLSI M38-A2,'? como punto final
se tomo el 80% de inhibicién respecto al valor del pocillo 11.
Por lo tanto, el valor de la CMI fue la concentracién del dltimo
pocillo (de izquierda a derecha) con un valor de densidad dptica
menor que el 20% del control del crecimiento. Este valor se
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Cuadro 1. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de
los aislamientos de Trichophyton rubrum
CMI (ugl mi) Ne- de(nai=s IBaC;T)‘ fentos aisI;/r(;\?eentos
0,25 8 10,00
0,5 9 11,25
1 15 18,75
2 20 25,00
4 10 12,50
8 7 8.75
16 5 6,25
32 2 2,50
64 2 2,50
128 2 2,50

calculé multiplicando el valor de densidad 6ptica del pocillo 11
por 0,2. Se consideré como resistente a los aislamientos con
una concentracién > 64 ug/ml.

Resultados

Distribucién de los aislamientos de 7. rubrum segin
origen anatémico: de los 80 aislamientos, la mayorfa fueron
de ufias de pie (68,75%), seguida por la regién interdigital del
pie (11,25 %), la regién inguinal (10,0%), la planta del pie
(3,75%) y en un 1,25% para cada una de las siguientes regiones:
inframamaria, gliteos, ufias de mano, piel de brazo y pierna. La
edad promedio de la poblacién masculina fue de 44 afios y el
intervalo de 9 a 81 afios; en cuanto a la poblacién femenina, la
edad promedio fue de 47 afios y el intervalo de 15 a 86 afios.

CMI de los aislamientos: la mayorfa de las cepas de 7. rubrum
fueron sensibles al fluconazol (95%). En el Cuadro 1 se detalla
las CMI respectivas.

De los cuatro aislamientos resistentes al fluconazol, dos
procedian de plantas del pie y dos de ufias del pie. Tres de los
casos (dos plantas y una ufia del pie) eran mujeres de 49, 57 y
69 afios, y al examen directo de la muestra se observé micelio
hialiano. El otro caso de la ufia del pie, era de un paciente
masculino de 64 afios; a la muestra se le observé en el examen
directo abundante micelio hialino artrosporado, semejante a la
fase parasitaria que presenta el grupo de los dermatofitos.

Discusion

Esta investigacién nace ante la necesidad de estudiar la
resistencia al fluconazol de aislamientos de 7. rubrum, ya que
en la bibliograffa, aunque no con frecuencia, se han reportado

cepas resistentes.®” En el pafs, asi como mundialmente, 7.
rubrum es el agente etiolégico con mayor frecuencia aislado
en las dermatofitosis.* Las pruebas de sensibilidad de los
dermatofitos a los antifingicos no se realizan de rutina; por
lo tanto, podrfa haber cepas resistentes, pero que no se estén
detectando, por eso la importancia del estudio.

Como se reportd, los resultados demuestran que la regiéon
anatémica mdés frecuentemente afectada por 7. rubrum es
la correspondiente a las ufias del pie.'* Esto podrfa deberse a
que zonas de la piel como la interdigital, planta del pie, ingle,
inframamaria, gltiteos, brazos y piernas son faciles de tratar
y requieren, en la mayorfa de los casos, antifingicos tépicos
accesibles sin receta médica, por lo que las personas afectadas
no recurren, por lo general, al laboratorio clinico para el
diagnéstico de estas micosis superficiales. Las ufas del pie, en
cambio, son dificiles de curar y requieren tratamiento tanto
sistémico como tépico, e incluso se reporta que el fluconazol
produce cura micolégica solo en el 90% de los casos,'® por lo
que aumenta la posibilidad que estos pacientes requieran un
diagndstico micoldgico para recibir un tratamiento adecuado.

En el presente estudio se analizaron los aislamientos clinicos
utilizando el método de referencia CLSI M38-A2 para hongos
filamentos,'? sin embargo, algunos aislamientos presentaron
dificultad para esporular, por lo que se sigui6 la recomendacién
deJessupy col!! y se utilizé el agar avena para obtener las aleurias
de T rubrum. Aun asi, no se logré obtener esporas de todos los
aislamientos estudiados, probablemente debido al fenémeno
del pleomorfismo documentado en los dermatofitos,'® por lo
que no se pudo realizar la prueba de sensibilidad al fluconazol
a estas cepas.

Cabe mencionar que debido a que la mayorfa de los
aislamientos estudiados fueron sensibles al fluconazol, no es
recomendable realizar la prueba de sensibilidad de rutina en
la poblacién, pero ya que cuatro de los 80 de los aislamientos
demostraron ser resistentes, serfa importante realizar una
prueba de sensibilidad en pacientes con mala respuesta
terapéutica, previa consideracién de las diferentes factores que
puedan llevar a una falla en el tratamiento, como lo son: la
farmacocinética del antifingico, las medidas de prevencién
para evitar una reinfeccién o el cumplimiento del paciente en
la toma del tratamiento, especialmente en las onicomicosis del
pie, va que el tratamiento oral con fluconazol puede extenderse
hasta 12 meses.>'” Al respecto, las dos cepas de 7. rubrum
resistentes al fluconazol, de interés particular en el presente
estudio, son las aisladas de ufas del pie, ya que como se
menciond, el tratamiento es prolongado y ademds puede tener
efectos colaterales, lo cual tiene su impacto al considerar cudl
tratamiento es el mds adecuado en pacientes con onicomicosis
que no responden adecuadamente al fluconazol. Los resultados
concuerdan con los obtenidos por Santos y Hamdan,® quienes
demostraron que 7. rubrum tiene baja sensibilidad al fluconazol.
En un estudio posterior, Manzano-Gayosso y col,*'® utilizando
el método E-test® encontraron un 12% de aislamientos de 7.
rubrum resistentes al fluconazol. Este mayor porcentaje de
resistencia reportada por los autores podria obedecer a un
menor nimero de aislamientos estudiados (25) en comparacién
con el presente estudio, donde se analizé 80 aislamientos.
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Pero, Carrillo-Mufioz et al’ analizaron por el método de
NeoSensitabs® 84 aislamientos de 7. rubrum, y observaron un
43% de resistencia al fluconazol. Por lo tanto, estas diferencias
podrian deberse a los métodos empleados en los dos estudios
anteriores y el presente trabajo, ya que se ha observado una
baja correlacién entre los métodos de difusién en agar (E-test®,
NeoSensitabs®) y el de referencia M-38 A2.%°

En conclusién, 7. rubrum se aislé mds frecuentemente de
las ufias del pie, y el 5% de los aislamientos analizados fueron
resistentes al fluconazol, por lo que se recomienda realizar un
estudio de sensibilidad antifungica por el método de referencia
M-38 A, en casos de pacientes infectados con 7. rubrumy que
presentan fracaso terapéutico.

Conflicto de interés: ninguno de los autores reporta conflicto
de interés al realizar esta investigacion.

Agradecimientos: el estudio fue apoyado por la Vicerrectorfa
de Investigacién, Universidad de Costa Rica, proyecto # 803-
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