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RESUMEN

Se ha evaluado la actividad antifingica de la amfotericina B, en comparacion con la de griseofulvina, ketoconazol, clotrimazol y terbinafina,
frente a 193 aislamientos de hongos dermatdfitos y Scopulariopsis brevicaulis por medio de un método de difusién en agar (NeoSensitabs®)
que permite la categorizacion de los aislamientos en sensible, intermedios y resistentes a los antifungicos. Con este método comercializado
y siguiendo un protocolo estandar adaptado a las condiciones de crecimiento de los hongos dermatdfitos y el moho oportunista S. brevi-
caulis (tamano de indculo, temperatura y tiempo de incubacién), se han obtenido tasas de sensibilidad in vitro del 72%, el 94,3%, el 81,9%,
el 72% y el 86% para amfotericina B, terbinafina, griseofulvina, ketoconazol y clotrimazol, respectivamente. Del mismo modo, las tasas de
resistencia obtenidas han sido del 12,4%, el 3,6%, el 18,1%, el 10,4% y el 4,1% para los mismos antifingicos. La amfotericina B no mostré
actividad frente a S. brevicaulis, y frente a hongos dermatdfitos la actividad se sitGa en un rango comparable al obtenido con ketoconazol,
siendo ambas inferiores a las de clotrimazol y terbinafina.
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Is amphotericin B active against dermatophytes and
Scopulariopsis brevicaulis?

SUMMARY

The in vitro antifungal activity of amphotericin B was compared with that of griseofulvin, ketoconazole, clotrimazole and terbinafine in 193
clinical isolates of dermatophytes and Scopulariopsis brevicaulis. An agar diffusion method was used (NeoSensitabs®) to categorize the sus-
ceptibility of the isolates as susceptible, intermediate or resistant to the antifungal agents. Using this method and following a standardized
protocol adapted to the growth conditions of the dermatophytes and the opportunistic mold S. brevicaulis (inoculum size, temperature and
time period of incubation), it was found that the in vitro susceptibility rates were 72%, 94.3%, 81.9%, 72% and 86% for amphotericin B,
terbinafine, griseofulvin, ketoconazole and clotrimazole, respectively. Resistance percentages were 12.4%, 3.6%, 18.1%, 10.4% and 4.1%
for the same antifungal agents. Amphotericin B showed no antifungal activity against S. brevicaulis; its activity against dermatophytes was
similar to that of ketoconazole, and lower than that for clotrimazole and terbinafine.
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INTRODUCCION

Los cambios sufridos en el patrén de las infecciones por
hongos han afectado al nimero y tipo de especies implica-
das. Sin duda alguna, los factores predisponentes, entre los
que se encuentran la alteracion de la inmunidad del hués-
ped por enfermedades, trasplantes o tratamientos inmuno-
supresores, apoyan la proliferacion del hongo (1-6). Diver-
sos factores favorecen la infeccidn a través de fuentes exo-
genas, como contacto o traumatismos de distinto origen, y
a partir de las fuentes en que estd presente el hongo derma-
tofito. La respuesta a los antiflingicos tépicos no siempre es
favorable. Los hongos dermatéfitos suelen responder bien
a los tratamientos, mientras que los hongos filamentosos no
dermatdfitos lo hacen generalmente mal a la griseofulvina
y el ketoconazol (7). El itraconazol, la amorolfina y la ter-
binafina son activos (7). Sin embargo, el lugar en que se
produce la infeccién parece ser mas importante que el pro-
pio hongo a la hora de complicar el tratamiento e incluso
desaconsejar el uso de antifiingicos por via tépica, como es
el caso de lesiones extensas, tinea barbae, capitis y unguium,
y foliculitis, o fracaso terapéutico e intolerancia dérmica
(8). Por otro lado, la aparicién de los nuevos azoles (vori-
conazol, posaconazol, ravuconazol y albaconazol), las nue-
vas formas de administracion y otras familias de antifingi-
cos (caspofungina, micafungina o anidulafungina) estan su-
poniendo ya una variacién en los tratamientos, aunque para
algunos de ellos no se contempla la indicacién de las der-
matofitosis (9-11). La eficacia de los distintos antifingicos
topicos actualmente disponibles (8, 12, 13) no es similar,
como tampoco lo son los espectros de actividad. Sobre es-
tas caracteristicas influyen factores tales como la viscosidad,
la hidrofobicidad y el pH de la formulacién, que afectarian
a la penetracion en los estratos de la piel (13). También son
importantes los distintos mecanismos de accién y, por otro
lado, la existencia de espectros de accidn caracteristicos de
cada antiflingico hace que sea necesario llegar a la identifi-
cacion de los distintos agentes etioldgicos. Igualmente, la
distinta sensibilidad de los patégenos implicados es un fac-
tor a considerar que justifica, en casos excepcionales, el es-
tudio de la sensibilidad in vitro del aislamiento a los anti-
fingicos.

La amfotericina B es un antiftingico considerado de re-
ferencia en el tratamiento de diversos tipos de micosis du-
rante varias décadas. Su mecanismo de accién se basa en la
interaccion con el ergosterol y otros esteroles de membrana,
produciendo una serie de efectos que conducen a la muer-
te de las células fingicas (11). A pesar de que su espectro
de acci6én es muy amplio, como corresponde a los antiftin-
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gicos de su clase (11), su elevada toxicidad renal por via
sistémica y su nula absorcion oral hacen que no sea un an-
tiftingico utilizado para el tratamiento de las dermatofito-
sis. El objetivo del estudio ha sido obtener estos datos por
medio de una técnica rapida, estdndar y comercializada, de
difusién en agar, para el estudio de la sensibilidad a los an-
tiftingicos.

MATERIALES Y METODO

Se ha valorado la actividad antiflingica in vitro de la
amfotericina B, la griseofulvina, el clotrimazol y el ketoco-
nazol por medio de un método estdndar y comercializado
(NeoSensitabs®, Rosco, Taastrup, Dinamarca) para la deter-
minacién, por difusién en agar, de la actividad de antiftin-
gicos frente a levaduras y hongos dermatdéfitos. Se han uti-
lizado tabletas con una carga difusible de antifingico (Ta-
bla 1). El método ha requerido algunas adaptaciones a los
requerimientos de los hongos dermatéfitos que previamen-
te ya se han utilizado en la adaptacién del método de mi-
crodilucién en medio liquido (14, 15) y del E-test® (16).

Se ha estudiado la sensibilidad de 193 aislamientos hu-
manos de hongos dermatoéfitos (Tabla 1). La identificacién
se realiz6 por métodos morfolégicos (observacion de es-
tructuras microscépicas y en cultivo) y bioquimicos estan-
dar (asimilacién de urea en medio de cultivo), habituales en
el quehacer del laboratorio de micologia clinica (17, 18).

Se han utilizado, ademads, las cepas de referencia Candida
krusei ATCC 6258 y Candida parapsilosis ATCC 22019
como controles de calidad de la técnica, si bien en este ca-
so los pardmetros experimentales fueron distintos entre le-
vaduras y hongos dermatéfitos. Estas dos cepas figuran en
el documento M27-2A del National Committee for Clinical
Laboratory Standards (19) como controles de calidad para
ensayos de determinacion de la actividad antifiingica in vitro
frente a levaduras. Igualmente se utilizé la cepa Paecilo-
myces variotii ATCC 36257 (IHEM), que figura en el do-
cumento M38-A del NCCLS (20), como referencia para
ensayos de determinacién de la actividad antifingica in vi-
tro frente a hongos filamentosos.

Como medio de cultivo se utiliz6 el modificado de Sha-
domy (glucosa, Merck 10 g/l, Bacto-asparagina 1,5 g/1, ex-
tracto de levadura-Difco 6,7 g/l y agar 15 g/l). Se repartié
en placas de Petri redondas (10 cm de didmetro) (Greiner,
Madrid, Espaiia) hasta una altura de 0,5 cm (16 ml).

Para obtener las suspensiones de indculo se utilizaron
cultivos puros obtenidos a partir del crecimiento de 7 a 14
dias en medio sélido de patata dextrosa (PDA) (Biolife Ita-
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vina, ketoconazol y clotrimazol, respectivamente (Tabla 1),
mientras que las tasas de resistencia fueron del 12,4%, el
3,6%, el 18,1%, el 10,4% y el 4,1% para los mismos anti-
fungicos. Tanto las tasas de sensibilidad como de resistencia
a los diferentes antiftingicos fueron dependientes del género
y la especie estudiados. Los aislamientos de Epidermophyton
floccosum, Trichophyton erinacei'y Trichophyton schoenlei-
nii mostraron una elevada sensibilidad a las sustancias es-
tudiadas, ya que tan sélo un 7. schoenleinii fue resistente a
griseofulvina y ketoconazol. Los aislamientos de Scopu-
lariopsis brevicaulis mostraron una reducida sensibilidad a
los antifingicos azdlicos y la griseofulvina, opuestamente
a lo sucedido con terbinafina. Considerando tinicamente los
hongos dermatéfitos, la sensibilidad global fue del 79,3%,
el 95,4%, el 86,8%, el 79,3% y el 92% para las mismas sus-
tancias. El patrén de actividad y sensibilidad para la amfo-
tericina B fue similar al del ketoconazol en los aislamien-
tos estudiados; con ambos la actividad obtenida es ligera-
mente inferior a la del clotrimazol y a la de la terbinafina.

DISCUSION

La determinacion de la actividad de los antiftingicos
frente a hongos dermatéfitos requiere un estindar, cuestion
que ha sido abordada en diversos trabajos (14-16, 23, 24).
Gracias a la propuesta de métodos y protocolos en los cua-
les se fijan las distintas variables experimentales, es posible
obtener una mayor reproducibilidad y correlacién entre los
datos de distintos laboratorios. Con ello se ha profundizado
en el paralelismo existente entre la actuacion del antifingico
in vitro y en el entorno donde realmente debe ejercer su ac-
cién, lo que permite alcanzar una mejor correlacion in vitro-
in vivo. La utilizacién de métodos comercializados resulta
de gran ayuda para el laboratorio; en este caso, la técnica
empleada permite clasificar a los aislamientos en sensibles,
resistentes o intermedios de forma rapida y menos laborio-
sa en comparacion con otros procedimientos. La aparicién
de métodos comerciales de sencilla y rdpida ejecucion, que
puedan tener utilidad clinica por medio de valores orienta-
tivos, define, una vez aceptado el método de referencia, la
utilizacion en la practica de laboratorios de un nivel diagnés-
tico mds que de investigacién (10, 25-31). Una de las ven-
tajas practicas que aportan los sistemas comercializados de
estudio de la sensibilidad a los antifiingicos es la facilidad
con que pueden introducirse en el uso diario del laborato-
rio de microbiologia clinica. Pero debe tenerse en cuenta
que son muchas las variables experimentales que pueden
afectar a los resultados obtenidos (10, 25-31). Tradicional-
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mente, la forma de interpretar la lectura de la concentracién
de antifingico capaz de inhibir al inéculo (concentracién
minima inhibitoria) ha sido uno de los puntos mas criticos.
En el caso de los antifingicos azdlicos, y debido al carac-
teristico efecto de arrastre o crecimiento residual, la lectura
que servia como definitoria era la menor concentracion ca-
paz de inhibir en un 50% el desarrollo del in6culo con res-
pecto al pocillo control libre de sustancia. En el caso de la
amfotericina B, y también por la diferencia entre los meca-
nismos de accién con respecto a los antifingicos azdlicos,
esa misma lectura se asignaba a aquella menor concentra-
cion que fuese capaz de inhibir totalmente el desarrollo del
in6culo. En la actualidad, tres técnicas comercializadas
(10) vienen a solucionar el problema de la lectura, sobre to-
do con los antifingicos azélicos, facilitindola por medio de
un cambio de color del indicador de pH presente en el me-
dio de cultivo como consecuencia de la actividad metab6-
lica de las células viables del hongo. Los diferentes méto-
dos se caracterizan por un alto grado de reproducibilidad y
estandarizacion, por lo cual su aceptacién queda inicamen-
te condicionada, en ocasiones, por la ineludible relacién
entre coste y beneficio mds que por su correlaciéon con el
método de referencia.

Sensititre® Yeast One (Trek Diagnostic Systems Inc.,
Wetslake, OH, EE.UU.), ASTY ® colorimetric panel (Kyo-
kuto Pharmaceutical Industrial Co., Tokio, Japén) y Fun-
gitest ® (Sanofi Diagnostics Pasteur, Parfs, Francia) han ve-
nido a completar la serie de técnicas disponibles, junto con
las de dilucién ATB-Fungus® y de difusién en agar, como
E-test® y NeoSensitabs® entre las de mayor implantacién
(10, 25). Las técnicas comercializadas son apreciadas por
el laboratorio medio por su asequibilidad y grado de estan-
darizacidn, reduccién del tiempo de procesado y del coste,
asi como por la fiabilidad de los resultados que han de
orientar al clinico (10, 29, 31). El método de difusién en
agar NeoSensitabs® ha sido ampliamente empleado y eva-
luado para el estudio de levaduras con un amplio nimero
de antiftingicos (9, 10, 12, 29, 32-38). Este método habia
sido utilizado previamente en el estudio de sensibilidad de
E. floccosum (39). Es un sistema rapido, de bajo coste y fécil
disponibilidad con tabletas estdndar de sertaconazol, adap-
tando las variables experimentales a las utilizadas en ensa-
yos publicados anteriormente (14-16, 23, 24), que permite
disponer de datos cualitativos en hongos dermatéfitos fren-
te a antifingicos. Estas ventajas llevaron a seleccionar el
método de difusion en agar NeoSensitabs® para el presente
estudio, aplicando los criterios de lectura e interpretacién
utilizados para las levaduras (22). Los valores de actividad
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obtenidos (16) con E-test® para E. floccosum son de 0,14
y 0,19 mg/l para amfotericina B y ketoconazol, respecti-
vamente, y comparables al 100% de sensibilidad encontra-
do en las cepas estudiadas con NeoSensitabs®. En el mismo
trabajo (16), las CMI para M. canis con ambos antifingi-
cos (1 y 0,22 mg/l) son superiores a las obtenidas para
E. floccosum, observandose en nuestro estudio la aparicién
de aislamientos resistentes, hecho que también se observa
en Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum.
La actividad antifiingica de la amfotericina B ya se revel6
con un método de microdilucién en medio liquido (15),
pero es menor que la de terbinafina y clotrimazol frente a
diversos dermatéfitos y del mismo rango que la de keto-
conazol, coincidiendo las CMI,; y CMI,, de ambas sus-
tancias.

En conclusién, puede afirmarse que el patron de sensi-
bilidad a la amfotericina B entre los hongos dermatéfitos es
similar al del ketoconazol, y aunque se trata de una sustan-
cia que tiene actividad antifiingica frente a este tipo de hon-
gos, ésta es inferior a la del clotrimazol, la terbinafina y la
griseofulvina. El método utilizado se ha revelado como una
técnica rapida para el estudio de la sensibilidad de hongos
dermatofitos, si bien es necesario profundizar en su com-
paracién con otros métodos.
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