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Resumen

Los dermatofitos causan infecciones que en ocasiones no responden adecuadamente al tratamiento antifingico
implementado, sin embargo, se han publicado muy pocos estudios de sensibilidad a nivel mundial. El objetivo de
este trabajo fue evaluar in vitro, la sensibilidad de hongos dermatofitos aislados de muestras clinicas frente a tres
antifungicos de uso habitual. Se trabajé con 50 cepas de las especies: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum, Microsporum canis, Nannizzia gypsea, Trichophyton tonsurans y Epidermophyton floccosum. Los
antifungicos probados fueron terbinafina, itraconazol y fluconazol. Para el estudio de la sensibilidad se desarrolld
la técnica de microdilucion en caldo segun el documento M38-3" ed. del Clinical and Laboratory Standards Institute.
El indculo fue ajustado a 102 UFC/m. Se incubaron a 35° C con lecturas diarias hasta las 96 horas. Terbinafina fue
la de mayor actividad antifungica (CIM entre 0,03 y 0,50 ug/ml), seguida por itraconazol (CIM entre 0,12 y 4 pug/ml).
Fluconazol mostr6 la menor actividad antifingica (CIM de 8 a > 64 ug/ml). Se concluye que la terbinafina presenta
la mayor actividad antifingica in vitro frente a las cepas de dermatofitos estudiadas.
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Abstract

Dermatophytes cause infections that do not adequately respond to antifungal treatment. In spite of this fact,
worldwide susceptibility researches are scarce. The objective of this work was to evaluate the in vitro susceptibility
of dermatophytes which were isolated from clinical samples facing three commonly used antifungals. Fifty
dermatophytes strains of the following species were used: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Microsporum canis, Nannizzia gypsea, Trichophyton tonsurans and Epidermophyton floccosum. The antifungals
tested were terbinafine, itraconazole, and fluconazole. Antifungal susceptibility testing was performed by using the
broth microdilution technique and following the document M38-3rd ed. that belongs to the Clinical and Laboratory
Standards Institute. The inoculum was adjusted at 103 CFU / ml. Plates were incubated at 35 ° C with ninety-six-
hour daily readings. The terbinafine was the strongest antifungal drug (MIC values between 0.03 and 0.50 ug /
ml), followed by the itraconazole (MIC values ranging from 0.12 to 4 pg / ml); while the fluconazole showed the
weakest antifungal activity (MIC values from 8 to > 64 pg / ml). It can be concluded that the terbinafine has the
best antifungal in vitro activity considering the dermatophyte strains under study.

Keywords: Ringworms, dermatophytes, antifungals, susceptibility

Introduccion

Los dermatofitos (DMT) son hongos pluricelulares, hia-
linos, filamentosos y septados, patégenos para el hombre
y los animales, que provocan una infeccion denominada
dermatofitosis 0, mas comtinmente, tifia (1). Poseen gran
capacidad de adaptacion a condiciones ambientales diver-
sas y tienen especial afinidad para parasitar estructuras
queratinizadas (piel, pelo, ufias), por lo que reciben el nom-

bre de hongos queratinofilicos (2, 3, 4). Las dermatofitosis
producidas por estos hongos suelen estar restringidas al
estrato corneo de la piel y sus apéndices, aunque también
pueden afectar la dermis y el tejido subcutaneo, causando
granulomas o seudomicetomas. En individuos inmuno-
competentes, solo afectan la capa cornea. Por razones
desconocidas, hay individuos con mayor predisposicion a
padecer dermatofitosis que otros (3, 5).

Los dermatofitos se agrupan en tres géneros: Trichophy-
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Figura N° 1: Morfologia microscépica de A. Nannizzia gypsea, B. Trichophyton mentagrophytes, C. Epidermophyton floccosum

ton, Microsporum y Epidermophyton; diferenciandose por
los elementos que intervienen en la reproduccion asexual
(microconidios y macroconidios) y por sus estructuras
vegetativas. Los teleomorfos de los géneros Trichophyton
y Microsporum pertenecen a los géneros Arthroderma'y
Nannizzia. No se ha descrito fase teleomorfa para el género
Epidermophyton (1, 6,7, 8, 9). (Figura N° 1).

De acuerdo a su habitat natural, se clasifican en tres
grupos: antropofilos, zoofilos y geofilos. El reservorio de
las especies antropdfilas es exclusivamente el ser humano
y se transmiten de un ser humano a otro directamente o
indirectamente por fomites. En el caso de los zoofilos su
habitat natural son los animales, pero ocasionalmente pue-
den afectar al ser humano. Los geofilos se encuentran en el
suelo, sobre restos de queratina desprendidos de animales
y personas, que caen al suelo y se descomponen, pudiendo
parasitar al hombre esporadicamente (2, 5, 6, 8,10). Tabla
Nel.

Tabla N° 1: Distribucion ecologica de las especies de dermatofitos
mas frecuentes.

Geofilos Zoofilos Antropofilos
Nannizzia gypsea Microsporum canis Epidermophyton floccosum
Microsporum cookei | Trichophyton mentagrophytes |  Microsporum audouinii

Microsporum fulvum Microsporum equinun Trichophyton violaceum

Microsporum gallinae Trichophyton rubrum

Microsporum persicolor Trichophyton interdigitale

Trichophyton verrucosum Trichophyton tonsurans

Trichophyton equinum

Estas especies no se aislan con la misma frecuencia
en los laboratorios, ya que existe variabilidad climatica,
geografica, socioecondmica etc., que generan cambios en
la distribucion de los agentes etiologicos de las dermatofi-
tosis. Si bien su distribucion es universal, predominan en
zonas tropicales con climas calidos y himedos. En la pro-
vincia de Misiones (Argentina) las especies mas frecuentes
son: M. canis causante de mas del 90% de las tifas de
cuero cabelludo en nifios; 7. rubrum y T. mentagrophytes,
en lesiones interdigitales y de ufias y, en menor proporcion:
T. tonsurans, E. floccosum, N. gypsea 'y T. verrucosum (2).

Diversas circunstancias favorecen estas infecciones: lu-
gares himedos, malos habitos higiénicos, el hacinamiento,
uso de duchas comunitarias, el uso de zapatos cerrados,
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zapatillas, ropa sintética, etc. (2, 3, 5, 11). Por otro lado,
existen enfermedades que predisponen a la aparicion de
dermatofitosis como la diabetes, Sindrome de Cushing,
linfomas, pacientes infectados por el virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH) e inmunodeprimidos en general,
como asi también traumatismos (2, 8, 11).

Para el tratamiento se utilizan antifingicos (ATF),
acompafiado de medidas higiénicas adecuadas que asegu-
ren la limpieza de la zona afectada, manteniéndola seca,
aireada, y que eviten la autocontaminacion (8, 12, 13,
14). Estos medicamentos pueden ser de origen natural o
sintético y tienen la capacidad de evitar el crecimiento o
provocar la muerte del hongo. Su mecanismo de accion
depende del sitio diana en la célula fingica. Pueden ser de
uso topico o sistémico como la griseofulvina; ATF azolicos
como el clotrimazol, itraconazol o el fluconazol; alilaminas
como la terbinafina y nuevas moléculas antifingicas (6, 7,
12, 13, 14, 15).

Sin embargo, existen casos de mala respuesta al
tratamiento, que pueden ser atribuibles a deficiencias
inmunologicas, baja biodisponibilidad o alteraciones meta-
bolicas de los antifingicos, interacciones medicamentosas
y resistencia antifingica primaria y/o secundaria, lo que
obliga a repetir el tratamiento, prolongar la administracion
o cambiar de farmacos y, aun asi, obtener una respuesta
deficiente, aumentando considerablemente los costos. Por
ello, al aumentar la frecuencia de la resistencia (primaria o
secundaria) de estos microorganismos a los antimicéticos,
surge la sospecha de que estas situaciones se manifiestan,
principalmente en quienes reciben estos medicamentos
como profilaxis (en casos de trasplantes, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedades
autoinmunes tratadas con corticosteroides) o tratamientos
repetidos por micosis recidivantes (16, 17,18, 19).

Al considerar estas situaciones, es necesario estudiar
desde el punto de vista clinico, tanto la resistencia in vitro,
como la resistencia clinica, ya que el tratamiento de estas
afecciones, no solamente dependen de la concentracion in-
hibitoria minima (CIM) del ATF, sino también del huésped
(18, 20, 21).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar mediante
una técnica cuantitativa, la sensibilidad de hongos derma-
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tofitos aislados de muestras clinicas, frente a fluconazol,
itraconazol y terbinafina.

Materiales y Métodos

Se utilizaron aislamientos de hongos dermatofitos
obtenidos a partir de muestras clinicas de pacientes del
area del Gran Posadas, derivados al servicio de diagnodstico
micologico “Aislamientos Fungicos de Interés Médico”
de la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales
(Universidad Nacional de Misiones), durante el periodo
2016-2019. Tipo de estudio es descriptivo transversal, con
muestreo no probabilistico por conveniencia. Los aisla-
mientos fungicos fueron identificados mediante métodos
micologicos clasicos, que incluyeron observacion micros-
copica directa del material clinico en busca de elementos
fingicos; cultivos en una bateria de medios de cultivo
que aseguren el aislamiento del hongo (agar Sabouraud
dextrosa 4% (Merck-Merck Quimica Argentina), agar
hongos y levaduras (Britania), agar selectivo para hongos
patogenos (Merck-Merck Quimica Argentina). Los cultivos
se incubaron a 28° C. Los controles se efectuaron perio-
dicamente hasta detectar el crecimiento. La identificacion
de las especies fungicas se realizo en base a caracteristicas
morfologicas macroscopicas, microscopicas y fisiologicas
de los cultivos desarrollados. Para diferenciar 7. rubrum
de T. mentagrophytes se realizaron prueba de ureasa y
perforacion del pelo in vitro. Las cepas aisladas fueron
conservadas en agar agua (AA) y agar harina de avena
(AHA) para evitar el pleomorfismo o pérdida de capacidad
de esporulacion y refrigeradas a 4-8° C. Para las pruebas de
sensibilidad a los antifungicos se utilizo el método de mi-
crodilucion en caldo estandarizado segtin el documento M
38-3ra ed. del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSTI) (22). Para la obtencién de los inoculos a utilizar, los
aislamientos fueron subcultivados en medio AHA durante
7 dias a 30 °C. Las colonias obtenidas se cubrieron con 1-2
ml de solucion fisiologica estéril, raspando con un ansa la
superficie para obtener suspensiones del micelio aéreo de
las colonias. La suspension fingica asi obtenida de coni-
dios e hifas se transfirié a un tubo cénico estéril dejando
reposar durante 10 min para permitir la precipitacion de
las particulas mas pesadas. El sobrenadante se transfirié a
otro tubo estéril y se agitd en vortex (15 seg). Para ajustar
el indculo fungico, se realizaron conteos de conidios en
camara de Neubauer. La suspension de conidios tuvo el
doble de concentracion que la concentracion final para la
prueba (1-3x10° UFC/ml). Por otro lado, en los pocillos de
las placas de microdilucion se afiadieron 100 pl del medio
RPMI1640 y del respectivo ATF. Una vez obtenida la
suspension, se inocularon 100 pl por pocillo. La columna
N° 12 se utilizé como control de esterilidad. Inoculadas
las placas, se incubaron a 35°C, sin agitacion, dentro de
una caja de plastico con papel de filtro humedecido para
prevenir la evaporacion del medio. Las lecturas se reali-

zaron a las 24, 48, 72 y 96 h en forma visual (Figura N°
2). Se emplearon los siguientes antifingicos: fluconazol,
terbinafina e itraconazol.
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Figura N° 2:

Resultados

Se recuperaron 50 cepas puras de dermatofitos de
diferentes sitios anatdmicos (piel lampifia, pelo y ufias),
12 cepas de T. mentagrophytes, 13 cepas de T. rubrum,
16 cepas de M. canis, 6 cepas de N. gypsea, 3 cepas de T.
tonsurans 'y 2 de E. floccosum.

En la tabla N° 2 se observa el nimero de las diferentes
especies de aislamientos clinicos de hongos DMT y el
% acumulativo de inhibicion frente a los antifingicos
probados. La terbinafina mostré una CIM que oscil6 entre
0,03-0,50 pg/ml, itraconazol CIM entre 0,12-4 pg/ml y
fluconazol CIM entre 8 a > 64 pg/ml frente a las cepas de
dermatofitos estudiadas.

Discusion

Es sabido que las especies de dermatofitos pueden pre-
sentar variacion en cuanto a su distribucion geografica. Las
especies aisladas y estudiadas en el presente trabajo, son las
especies que con mayor frecuencia estan involucradas en
dermatofitosis en la provincia de Misiones, Argentina (2).

Para el tratamiento de estas micosis se emplean anti-
fingicos topicos y orales, entre ellos los més utilizados en
la practica médica son fluconazol, itraconazol, terbinafina,
griseofulvina y clotrimazol (6, 7, 16). Para el correcto
tratamiento de las dermatofitosis, es conveniente conocer
el perfil de sensibilidad a los antifingicos disponibles
mediante la ejecucion de técnicas estandarizadas como la
utilizada en el presente trabajo. Este tipo de estudio, podra
permitir también la identificacion de especies resistentes a
medicamentos especificos, asi como la aparicion de nuevas
resistencias (23-25). A pesar de que las dermatofitosis son
afecciones muy frecuentes, de tratamiento costoso y en
el caso de las onicomicosis muy dificiles de erradicar, se
encuentran pocas publicaciones de estudios de sensibilidad
a los antifingicos a nivel mundial y ninguno de ellos en
Misiones.
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Tabla N° 2: Numero de aislamientos de especies de DMT y % acumulativo de inhibicion frente a los ATF probados
Valores de CIM (pg/ml)
. Nro de aislados (% acumulado de inhibici6n)
ATF Especie

0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 >64 n
T. mentagrophytes 6(50) 1(58) | 2(75) | 3(100) 12
T. rubrum 6(46) 4(77) 3(100) 13
% M. canis 10(63) | 5(94) | 1(100) 16
g N. gypsea 3(50) 2(83) 1(100) 6
T. tonsurans 1(33) 2(100) 3
E. floccosum 1(50) | 1(100) 2
T. mentagrophytes 1(8) 3(33) | 8(100) 12
_ T. rubrum 4(31) | 9(100) 13
g M. canis 5(31) 2(44) 8(94) | 1(100) 16
g N. gypsea 2(33) 4(100) 6
= T. tonsurans 1(33) 1(66) 1(100) 3
E. floccosum 1(50) 1(100) 2
T. mentagrophytes 2017) | 7(75) 183) | 2¢100) | 12
T. rubrum 2(15) 5(54) 2(69) 177) | 3(100 | 13
g M. canis 6(38) 4(63) 169 | 50100 | 16

=]
S |N.gypsea 3(50) 3(100) 6
N T. tonsurans 3(100) 3
E. floccosum 1(50) | 1(100) 2

En este trabajo, se decidio probar la sensibilidad de
los DMT frente a terbinafina, itraconazol y fluconazol,
teniendo en cuenta que los dos primeros ATF son consi-
derados como los mas efectivos para las dermatofitosis,
y el fluconazol como de tercera linea (26, 27). Todas las
cepas de T mentagrophytes probadas en este estudio frente
a la terbinafina fueron inhibidas a una CIM < 1 pg/ml, en
coincidencia con lo reportado por varios autores (28-32).
Asimismo, frente a todas las cepas de la misma especie,
el itraconazol presenté CIM <1 pg/ml, valores compren-
didos dentro del rango establecido para la combinacion
T. mentagrophytes ATCC MYA-4439/itraconazol en el
documento del CLSI M61, 1st ed. (33) y coincidentes con
lo informado por Diaz Jarabran y Perez-Cardenas y cols
(30, 31). Otros autores reportaron valores <4 pg/ml (29,
32). El fluconazol, para T. mentagrophytes, presentd6 CIM
con valores > 16 pg/ml; resultados comparables a los de
Perez-Cardenas, pero inferiores a los publicados por Santos
y cols. que fueron > 64 ug/ml y muy discordantes con los
reportados por Diaz Jarabran que informaron valores <1pg/
ml (29-31).

En el caso de las cepas de T. rubrum, frente a la
terbinafina e itraconazol nuestros resultados arrojaron
valores de CIM <1 pg/ml y para el fluconazol valores >
8 ng/ml, estos resultados son similares a los publicados
por otros grupos de investigacion (30-32). En el caso del
fluconazol, nuestros resultados son coincidentes con los de
Perez-Cardenas e inferiores a los informados por Santos y
cols. Sin embargo, se observo mucha discrepancia con lo
publicado por otros autores donde comunicaron CIM muy
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inferiores a nuestros resultados (32, 34).

Frente a las cepas de M. canis, la terbinafina presentd
valores de CIM < 1 pg/ml; el itraconazol valores mas ele-
vados que llegaron hasta 4 pg/ml y el fluconazol, CIM > 16
pg/ml, resultados similares fueron reportados por algunos
autores (28, 29). Manzano Gayosso, informo resultados
similares a los nuestros para terbinafina e itraconazol; no
asi con la CIM del fluconazol donde hallaron resultados
inferiores a los nuestros.

Frente a las cepas estudiadas de 7. fonsurans, la terbinafi-
na, el itraconazol y el fluconazol presentaron valores de CIM
<1 pg/ml, hasta 4 pg/ml y > 64 pg/ml respectivamente.
Algunos investigadores publicaron valores de CIM compa-
rables a los nuestros pero con valores inferiores (29, 32).

Con las cepas de N. gypsea, la terbinafina, el itraconazol
y el fluconazol presentaron CIM < 1 pg/ml, hasta 2 pg/ml
y > 32 pg/ml respectivamente. Nuestros resultados para
terbinafina e itraconazol son similares a los obtenidos por
otros autores (28, 32). Cabe destacar que Serrano Martino
informa CIM muy similares a las nuestras en el caso de
fluconazol frente a esta especie fungica.

Con las cepas de E. floccosum, la terbinafina presentd
valores de CIM < 1 pg/ml, el itraconazol hasta 2 pg/ml y el
fluconazol > 32 pg/ml. Frente a esta especie fungica, Gupta
y cols. (35) informaron valores de CIM para terbinafina
<2 pg/ml, para itraconazol < 8 ug/ml y para fluconazol
hasta 64 pg/ml. Por otro lado, Petranyi y cols. (36) experi-
mentaron solamente con terbinafina y hallaron valores de
CIM mucho més bajos que los nuestros que oscilaron entre
0,0015 y 0,006 pg/ml.
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Los resultados obtenidos permiten posicionar a la ter-
binafina y al fluconazol como los antifingicos de mayor
y de menor actividad antidermatofitica respectivamente,
frente a los aislamientos clinicos evaluados. Sin embargo,
es necesario continuar el estudio con un mayor nimero
de cepas para conocer con certeza el perfil de sensibilidad
de estos hongos dermatofitos aislados en el area del Gran
Posadas.

Conclusion

Se concluye que la terbinafina es el antifingico mas
activo frente a los dermatofitos estudiados, seguido por
el itraconazol. Siendo el fluconazol el antifungico que
muestra menor actividad.
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