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Tipificacion molecular y susceptibilidad
in vitro de aislamientos clinicos
costarricenses del complejo
Trichophyton mentagrophytes

Molecular characterization and in vitro
susceptibility of Costa Rican clinical isolates
of Trichophyton mentagrophytes complex.

Diego Ortiz-Solano,* Daniela Jaikel-Viquez,*? Stefany Lozada,® Norma T Gross*?

Resumen

OBJETIVO: Caracterizar aislamientos clinicos costarricenses del complejo T. men-
tagrophytes para determinar cudles son las especies predominantes y su patron de
susceptibilidad in vitro.

MATERIALES Y METODOS: Estudio de tipo experimental para tipificar y determinar la
susceptibilidad antifdngica de aislamientos del complejo T. mentagrophytes obtenidos
de muestras de ufias y piel, efectuado de 2019 a 2020. La tipificacién molecular se
realiz6 mediante la secuenciacién de la regién ITS. Para determinar los patrones de
susceptibilidad de los aislamientos se utilizé el método de microdilucién en caldo
M38-A, del Instituto de Estdndares para el Laboratorio Clinico.

RESULTADOS: Se analizaron 15 aislamientos que fueron identificados como Tricho-
phyton interdigitale. La CMI,; y CMI, para amorolfina fue de 0.13 y 0.50 pg/mL, para
bifonazol de 0.25 y 0.50 pg/mL, para ciclopirox de 0.50 y 5.60 pg/mL, para fluconazol
de 32y 89.60 pg/mL, para itraconazol de 0.25 y 6.70 pg/mL y para terbinafina fue de
0.13 y 0.35 pg/mL, respectivamente.

CONCLUSIONES: Todos los aislamientos estudiados pertenecen a la especie T.
interdigitale, lo que demuestra una transmision persona-persona. Ademads, todos los
aislamientos fueron susceptibles a amorolfina, bifonazol, ciclopirox y terbinafina. Sin
embargo, la mayor parte mostrd resistencia a fluconazol e itraconazol.

PALABRAS CLAVE: Trichophyton interdigitale; amorolfina; bifonazol; ciclopirox; flu-
conazol; itraconazol; onicomicosis.

Abstract

OBJECTIVE: To characterize Costa Rican clinical isolates of the T. mentagrophytes
complex to determine the predominant species and their susceptibility pattern.

MATERIALS AND METHODS: An experimental study was conducted to typify and
determine the antifungal susceptibility of isolates from the T. mentagrophytes complex,
obtained from skin and nail samples, done from 2019 to 2020. Molecular typification
was performed by sequencing the ITS region. Broth microdilution M38-A method, as
described by the Clinical Laboratory and Standards Institute, was employed to determine
the antifungal susceptibility patterns of the isolates.

RESULTS: Fifteen isolates were analyzed and all were identified as Trichophyton in-
terdigitale. The MIC,, and MIC,, were 0.13 and 0.50 pg/mL for amorolfine, 0.25 and
0.50 pg/ml for bifonazole, 0.50 and 5.60 ug/mL for ciclopirox, 0.25 and 6.70 ug/mL
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for itraconazole, 32 and 89.60 pg/mL for fluconazole, and 0.13 and 0.35 ug/mL for

terbinafine respectively.

CONCLUSIONS: In the present study, only T. interdigitale was identified among the
species belonging to T. mentagrophytes complex, which demonstrates a person-to-
person transmission. All isolates were susceptible to amorolfine, bifonazole, ciclopirox
and terbinafine. However, the majority exhibited resistance to itraconazole and

fluconazole.

KEYWORDS: Trichophyton interdigitale; Amorolfine; Bifonazole; Ciclopirox; Flucon-

azole; Itraconazole; Onychomycosis.

ANTECEDENTES

Los dermatofitos son hongos filamentosos, capa-
ces de infectar tejidos queratinizados, de origen
humano y animal, produciendo infecciones su-
perficiales en la piel y sus anexos (pelo y ufias).’
Estos hongos se consideran los principales
agentes etiolégicos de onicomicosis. Entre ellos
destacan Trichophyton rubrum y los miembros
del complejo Trichophyton mentagrophytes.
Segln datos de Latinoamérica, los hongos del
complejo T. mentagrophytes ocupan el tercer
lugar como agentes etiol6gicos de las dermato-
fitosis (10% de los aislamientos), después de T.
rubrum y Microsoporum canis.? En Costa Rica,
un estudio realizado en 2007 reveld que estos
hongos constituyen el segundo agente mas co-
munmente implicado en las onicomicosis (4%),
después de T. rubrum. Ademas, son agentes que
se aislan cominmente de muestras de piel en
el pais.?

El complejo T. mentagrophytes estd compuesto
por hongos zoofilicos y antropofilicos. Esta di-
ferencia ecoldgica incentivé distintos estudios
moleculares para ver si efectivamente se trataba
de especies diferentes, encontrandose que, por
ejemplo, T. mentagrophytes (conejos y roedores)

y Trichophyton erinacei (erizos y roedores) son
zoofilicos y Trichophyton interdigitale es antro-
pofilico.*? En términos clinicos, la diferenciacién
de especies antropofilicas y zoofilicas resulta de
especial importancia debido a que proporciona
informacion acerca de la fuente de infeccion, asi
como de la eleccion y duracién del tratamien-
to. Se ha reportado que los aislamientos de la
especie T. interdigitale no son susceptibles a los
azoles en comparacion con las demas especies.”
Sin embargo, en Costa Rica no existen estudios
que hayan caracterizado a este complejo de hon-
gos y, por tanto, se desconoce su epidemiologia.

A lo largo de la historia, las dermatofitosis se
han considerado infecciones flngicas de facil
tratamiento. No obstante, en los Gltimos afos se
ha observado un aumento de infecciones resis-
tentes en paises como India.'’ El incremento de
infecciones flingicas sin curacién clinica hace
necesario aumentar el estudio de este grupo
de hongos. Por otro lado, la mayor parte de los
tratamientos antifingicos en las onicomicosis
suelen tener una duracién considerable (3-6
meses hasta un afno) y, por ende, con el fin de
prevenir la administracion de farmacos téxicos
de forma innecesaria, resulta importante deter-
minar el perfil de susceptibilidad de cada uno
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de los diferentes agentes etiolégicos.""'? Por
ejemplo, existen reportes que han vinculado
a hongos del complejo T. mentagrophytes con
sensibilidad disminuida al fluconazol y al itra-
conazol' y un estudio que vincula a los hongos
de este complejo con susceptibilidad disminuida
a la terbinafina.” Esto resulta de gran relevancia
ya que estos antifingicos se han considerado
clasicamente parte del tratamiento contra las der-
matofitosis. Son farmacos que estan ampliamente
disponibles en las farmacias del pais y son de
libre venta. Ademas, el fluconazol y el itracona-
zol son recetados como opcidn terapéutica en la
Caja Costarricense del Seguro Social, mientras
que la terbinafina se receta a nivel privado.

Hasta nuestro conocimiento, en Costa Rica no
existen estudios que hayan evaluado el perfil
de susceptibilidad in vitro a antifiingicos de los
hongos del complejo T. mentagrophytes. Ante
los reportes internacionales de resistencia de
este grupo de hongos, resulta relevante conocer
cudles son las mejores opciones terapéuticas a
partir de aislamientos obtenidos en el pais. Al
comprobar la susceptibilidad de los distintos
aislamientos, es posible establecer un correcto
esquema de tratamiento, con el fin de disminuir
las infecciones y complicaciones asociadas. Por
tanto, el objetivo de este estudio es caracterizar
aislamientos clinicos costarricenses del com-
plejo T. mentagrophytes para determinar cudles
son las especies circulantes y su patron de sus-
ceptibilidad in vitro hacia amorolfina, bifonazol,
ciclopirox, fluconazol, itraconazol y terbinafina,
antimicoticos prescritos en el tratamiento de las
dermatofitosis.

MATERIALES Y METODOS

Estudio de tipo experimental para tipificar fe-
notipica y genéticamente aislamientos clinicos
costarricenses del complejo T. mentagrophytes y
evaluar su susceptibilidad antifiingica, efectuado
de 2019 a 2020. Estos hongos fueron depositados
en la Micoteca de la Facultad de Microbiologia de

Dermatologia

la Universidad de Costa Rica (VI- B7-732), entre
1991 y 2018. Todos los aislamientos se obtuvieron
de pacientes diferentes. Los hongos se mantuvieron
en tubos con medio D a temperatura ambiente (20-
30°C). Como control para la tipificacion molecular
se utilizé la cepa control American Type Culture
Collection (ATCC) ATCC 9533, correspondiente a
T. interdigitale. Como controles para los estudios
de susceptibilidad se utilizaron cepas control de
la ATCC: Candida krusei ATCC 6258 y Candida
parapsilosis ATCC 22019.

Identificacion macroscopica y microscoépica

Los hongos se identificaron de forma preliminar
de manera macroscépica y microscopica. Se
describié el anverso y reverso de las colonias
crecidas en medio D vy se realizaron montajes
himedos con azul de lactofenol que fueron
analizados a 400X™.

Prueba de hidrélisis de la urea

Los aislamientos se inocularon en medio de agar
urea de Christensen y se incubaron a temperatura
ambiente (20-30°C) durante una semana. Se
conservaron en el estudio los que lograron virar
el medio de cultivo de amarillo a rojo, lo cual
pone de manifiesto la actividad ureasa propia
de este complejo de especies. Por el contrario,
se descartaron los hongos que no lograron virar
el medio.”

Extraccion de ADN

Los aislamientos se inocularon en placas de agar
Mycosel®y se incubaron a temperatura ambiente
hasta obtener el crecimiento deseado (aproxima-
damente 22 dias). Posteriormente, se procedio a
recolectar las colonias del medio de cultivo. Para
ello, se vertieron 2 mL de etanol absoluto sobre
las colonias. Se recolect6 el material flingico con
un bisturi estéril mediante raspado. Enseguida
se deposito el contenido en tubos cénicos de
15 mL y se agrego etanol absoluto hasta cubrir
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el material fingico. Los tubos se incubaron a 4°C
durante la noche. Al dia siguiente se removio
el exceso de etanol y se procedi6 a macerar el
material en un mortero. Luego se utilizo el kit
comercial NucleoSpin Plant Il (Macherey Nagel,
Alemania), siguiendo las indicaciones de la
casa comercial. Posteriormente, se cuantifico la
concentracién de ADN extraido con el equipo
NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Estados Unidos). El ADN de alto
peso molecular se almacené a -20°C.

Amplificacion de ADN

Con el producto obtenido se realiz6 la amplifi-
cacioén del ITS, segtn el protocolo descrito por
White y colaboradores.’ Los imprimadores uti-
lizados fueron ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G-3) [forward] e ITS4 (5'-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3’) [reverse]. Los productos
de PCR se visualizaron mediante electroforesis.
Para tal fin, se elaboré un gel de agarosa al
1.5%, que fue revelado mediante una corrida
a 80V durante 60 minutos. Los amplicones se
enviaron a MACROGEN Inc. (Corea del Sur)
para ser secuenciados. Luego, las secuencias
obtenidas fueron revisadas y editadas utilizan-
do el programa BioEdit."”> Usando el programa
MEGAX (del inglés Molecular Evolutionary
Genetics Analysis)'® se realiz6 el alineamiento
(ClustalW)"y la comparacién con las secuencias
existentes en GenBank. Los arboles filogenéticos
se construyeron utilizando inferencia bayesiana
mediante el programa MrBayes; 1000 réplicas se
analizaron, el porcentaje de Bootstrap se reflej6
en cada rama del arbol.

Pruebas de susceptibilidad in vitro a los
antifangicos

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se
determiné segtin el método de microdilucién en
medio liquido segln las directrices del documen-
to Método de Microdilucion en Caldo M38-A
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para hongos filamentosos de CLSI (Clinical La-
boratory and Standards Institute).'®

Los antifiingicos estudiados fueron amorolfina,
bifonazol, ciclopirox, itraconazol, terbinafina
(Royal Pharm, Hangzhou, China) y fluconazol
(Laboratorios Stein SA, Costa Rica). Las con-
centraciones finales fueron: 0.13-64 pg/mL para
amorolfina y terbinafina 0.03-16 pg/mL para
bifonazol e itraconazol, 0.06-32 pg/mL para
ciclopirox y 0.25-128 pg/mL para fluconazol.
Para los hongos filamentosos el CLSI, hasta la
fecha, no ha indicado puntos de corte. Se indica
que para el fluconazol los hongos filamentosos
no son sensibles a este antifdngico, la mayor
parte de las CMI son mayores de 64 pg/mL, con
la excepcion de algunos hongos dimoérficos y
dermatofitos y para el itraconazol, las CMI de
este antifingico suelen estar comprendidas entre
0.03 y 16 pg/mL."®

Para T. mentagrophytes la CMI fue la concen-
tracion mas baja que produjo una inhibicién
del 80% del crecimiento, al compararla contra
el control de crecimiento. Para los controles
levaduriformes, la CMI fue la concentracion
mas baja que produjo la inhibicion del 50%
del crecimiento. La lectura se realizé de manera
visual y espectrofotométrica a 450 nm utilizando
un equipo Synergy HT (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, Estados Unidos).

Anadlisis estadistico

Para analizar los resultados obtenidos se utilizo el
programa estadistico Minitab® Statistical Software
versién 19 (Minitab, LLC, State College, PA, Esta-
dos Unidos). Se determiné la media geométrica y
el intervalo para las CMlIs, también se determiné la
CMI, y la CMI,, para cada antiflingico analizado.
Finalmente, se realizé un andlisis de variancia
ANOVA para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre las CMls
obtenidas para los distintos antiftingicos.
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RESULTADOS
Aislamientos clinicos

En este estudio se analizaron 15 aislamientos
clinicos de hongos del complejo T. mentagro-
phytes. Los datos demograficos de los pacientes
correspondientes a los aislamientos analizados
se encuentran en el Cuadro 1. La mayor parte
de los aislamientos carecian de datos demogra-
ficos. No obstante, entre los que si contaban
con dichos datos se apreci6 que la mayoria de
los pacientes eran del sexo femenino. Ademas,
la mayoria correspondia a personas adultas y la
zona anatémica mas cominmente afectada fue
alguna de las ufias de los pies.

Caracterizacion fenotipica de los aislamientos

Los 15 aislamientos estudiados exhibieron la
morfologia colonial tipica correspondiente a

uuuuuuuuuuuuu

hongos del complejo T. mentagrophytes: colo-
nias blancas o amarillentas, pulverulentas con
pigmentos color amarillo a marrén-rojizo en el
reverso (Figura 1). Los montajes de todos los

Figura 1. Morfologia macroscépica tipica de los
hongos del complejo T. mentagrophytes crecidas en
medio D y almacenadas a temperatura ambiente (20-
30°C). A. Colonias pulverulentas blancas (anverso).
B. Pigmento café-rojizo (reverso).

Cuadro 1. Datos demograficos de los pacientes con dermatofitosis a partir de los cuales se obtuvieron los aislamientos en estudio

Datos demogrdficos del paciente

Cadigo de

Aislamiento acceso de Lugar de T
TR-ME-07 ND MT371910 ND ND ND ND
TR-ME-10 1994 MT371911 ND ND ND ND
TR-ME-13 2000 MT371912 ND ND ND ND
TR-ME-15 ND MT371913 ND ND ND ND
TR-ME-16 ND MT371914 ND ND ND ND
TR-ME-17 ND MT371915 ND ND ND ND
TR-ME-18 ND MT371916 ND ND ND ND
TR-ME-19 ND MT371917 ND ND ND ND
TR-ME-20 ND MT371918 ND ND ND ND
TR-ME-24 2016 MT371919 Femenino 69 ND Unias de los pies
TR-ME-25 2016 MT371920 Femenino 70 ND Unas de los pies
TR-ME-27 2017 MT371921 Femenino 62 San José Planta del pie
TR-ME-31 2018 MT371922 Femenino 4 San José Piel
TR-ME-37 2018 MT371924 Masculino 48 Limén Piel de la cara
TR-ME-38 2018 MT371925 Masculino 64 San José Unas de los pies

ND: no hay datos.
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aislamientos en azul de lactofenol revelaron
aleurias redondas y pirifomes, acompafadas
de micelio hialino septado e hifas en espiral.
Un 22% de los aislamientos mostraron macroa-
leurias tabicadas (Figura 2). Ademas, todos los
aislamientos resultaron positivos para la produc-
cion de la enzima ureasa.

Caracterizacion genotipica de los aislamientos

Las secuencias obtenidas se depositaron en
GenBank. Los cédigos de acceso se muestran en
el Cuadro 1. Se realiz6 el andlisis filogenético
utilizando secuencias de cepas tipo y secuen-
cias de cepas previamente caracterizadas y
publicadas para estimar con mayor certeza la
taxonomia de los aislamientos (Cuadro 2). El ar-
bol filogenético se obtuvo mediante inferencia
bayesiana y se construyé con las secuencias ITS
(558 bp). Mil réplicas se analizaron y el por-
centaje de remuestreo (Bootstrap) se indica en
cada rama del arbol. Como secuencia externa se
utilizé Neurospora crassa CBS 709.71, cédigo
de acceso a GenBank MH860307.1. Todos los
aislamientos analizados se identificaron como
T. interdigitale. Figura 3

Figura 2. Morfologia microscopica caracteristica de
los hongos del complejo T. mentagrophytes en azul de
lactofenol a 400X; se observan microaleurias redondas
(flecha blanca), macroaleurias tabicadas (flecha negra)
e hifas en espiral (flecha roja).

2023; 67 (2)

Pruebas de susceptibilidad in vitro a los
antifangicos

En el Cuadro 3 y en la Figura 4 se muestra la
distribucion de las CMIs de los 15 aislamientos
estudiados. Los antifingicos que se probaron
fueron amorolfina, bifonazol, ciclopirox, fluco-
nazol, itraconazol y terbinafina. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre
las CMIs de los antiftingicos (F = 24.00; gl = 5; p
< 0.0001). El anélisis post hoc de Tukey agrup6
a los tratamientos en dos conjuntos: en el primer
grupo se incluy6 el fluconazol y en el segundo
grupo a la amorolfina, el bifonazol, el ciclopirox,
el itraconazol y la terbinafina.

Se encontré que la terbinafina y el bifonazol
mostraron la mayor actividad antifdngica (me-
nor CMI), ya que 13 de los 15 aislamientos
analizados tuvieron CMls de 0.13 y < 0.25 pg/
mL, respectivamente. La amorolfina también
exhibié elevada actividad antiftingica contra los
aislamientos de este complejo de hongos, ya que
9/15 aislamientos tuvieron CMls < 0.25 pg/mL.
El ciclopirox mostré buena actividad antifiingica,
puesto que 11/15 aislamientos tuvieron CMlIs
<2.00 pg/mL.

En el caso de los triazoles, el itraconazol exhi-
bié actividad antifingica baja, ya que sélo 5/15
aislamientos analizados se catalogaron como
sensibles a este medicamento (CMI < 0.125 pg/
mL). Por otro lado, el fluconazol tuvo la menor
actividad antifdngica, ya que 14/15 aislamientos
se catalogaron como sensibles dependientes de
dosis o resistentes (CMI > 16 pg/mL).

DISCUSION

En este trabajo se caracterizaron aislamientos
clinicos costarricenses del complejo T. men-
tagrophytes. En la actualidad, la identificacién
mediante morfologia de los hongos dermatofitos
sigue siendo retadora. Esto debido a la gran
diversidad que exhiben estos hongos, asi como
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Cepas tipo y caracterizadas similares a los aislamientos clinicos costarricenses del complejo

T. mentagrophytes analizados en este estudio

e o | Cédigo

Query
cover%

TR-ME-07 T interdigitale MN966494.1 100
TR-ME-10  T. interdigitale MH859073.1 100
TR-ME-13 T interdigitale KC146353.2 100
TR-ME-16 T interdigitale MH858507.1 100
TR-ME-17 T interdigitale MN886820.1 100
TR-ME-15 T interdigitale KM578844.1 99
TR-ME-18 T interdigitale MH858883.1 99
TR-ME-19 T interdigitale  MN691060.2 100
TR-ME-20 T interdigitale MN807366.1 100
TR-ME-24 T interdigitale MN966494.1 100
TR-ME-25 T interdigitale KJ606110.1 99
TR-ME-27 T interdigitale LR746289.1 100
TR-ME-31 T interdigitale F)746658.1 99
TR-ME-37 T interdigitale  MN691064.2 99
TR-ME-38 T interdigitale MF443775.1 96

al fenémeno de pleomorfismo producto del
subcultivo sucesivo.’® Esto es valido también
para los hongos que conforman el complejo
T. mentagrophytes. En la bibliografia se ha
postulado que la especie T. mentagrophytes se
distingue por mostrar colonias pulverulentas,
mientras que la especie T. interdigitale muestra
colonias mas algodonosas y mayor cantidad de
microaleurias.>*'® No obstante, varios estudios
han demostrado que lo anterior no siempre se
cumple al correlacionar la identificacién me-
diante métodos moleculares con la morfologia
del hongo.*” Por tanto, para la identificacién
definitiva de las especies pertenecientes a este
complejo, resulta estrictamente necesario recu-
rrir a métodos moleculares. En este estudio, todos
los aislamientos exhibieron la morfologia tipica
pulverulenta que caracteriza a este complejo

0.0
0.0
0.0

0.0

0.0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0

0.0

0.0
0.0

-
clinica

100.00 Irdn Tifa del pie
99.84 Holanda  Tifa del pie CBS 101.68
100.00 - Clinico ATCC 9533
100.00 Holanda Vello pibico CBS 110.65
100.00  Camboya 2GE] -
cuerpo
10000 Brasil  nadelpiey recvivasios
onicomicosis

99.83 Holanda  Tifa del pie CBS 559.66
100.00  Senegal Tifa del pie -
99.82 Irdn Clinico -
100.00 Irdn Tifa del pie -
99.85 Bélgica Clinico ATCC 24952
100.00 Reppdlollics Onicomicosis -

Checa

Estados . L
99.85 . Onicomicosis ATCC MYA-4439

Unidos
99.25 Francia Clinico -
99.39 Vietnam Clinico -

de hongos. Asimismo, fue posible observar el
fenémeno de pleomorfismo en la mayoria de los
aislamientos luego de realizar varios subcultivos.

T. interdigitale es un dermatofito antropofili-
co causante de la mayoria de los cuadros de
dermatofitosis por hongos del complejo T. men-
tagrophytes reportados en todo el mundo;*7:19:2°
por tanto, no es sorpresivo que el 100% de los
aislamientos de este estudio fueran agrupados
dentro de esta especie. Ademads, al tratarse de
muestras clinicas humanas, era esperable que el
agente etiol6gico mas comin fuera un dermato-
fito antropofilico. Un estudio realizado en Chile
en 2019 analiz6 17 aislamientos de hongos del
complejo T. mentagrophytes. Luego de realizar
la amplificacién de la regién ITS, los 17 aisla-
mientos se clasificaron como T. interdigitale.* Al
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- T. mentagrophytes ATCC 18748 KJ606097 Vietnam
-+ T. mentagrophytes ATCC 28146 K])722759
TR-ME-07 MT371910 Costa Rica
TR-ME-10 MT371911 Costa Rica
TR-ME-13 MT371912 Costa Rica
TR-ME-15 MT371913 Costa Rica
TR-ME-16 MT371914 Costa Rica
TR-ME-17 MT371915 Costa Rica
TR-ME-18 MT371916 Costa Rica
TR-ME-19 MT371917 Costa Rica
TR-ME-20 MT371918 Costa Rica
TR-ME-24 MT371919 Costa Rica
TR-ME-25 MT371920 Costa Rica
TR-ME-27 MT371921 Costa Rica
TR-ME-31 MT371922 Costa Rica
TR-ME-37 MT371924 Costa Rica
TR-ME-38 MT371925 Costa Rica
T. interdigitale MN966494.1 Iran
| T interdigitale CBS 101.68 MH859073 .1Netherlands
| @ T interdigitale ATCC 9533 KC146353 .2
T. interdigitale MN886820.] Cambodia
T. interdigitale ATCC MYA 3108 KM578844.1 Brazil
T. interdigitale MN691060.2 Senegal
T. interdigitale ATCC 24952.1 K]606110.] Belgium
T. interdigitale LR7462289.1 Czech Republic
T. interdigitale ATCC MYA 4439 FJ746658. 1USA
T. interdigitale MH790395.| Iran
- T interdigitale MN737914.1 China
100 - T interdigitale MN691064.2 Francia
N. crassa CBS 709.71 MH860307.1
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Figura 3. Arbol filogenético construido con las secuencias ITS (del inglés Internal Trancribed Spacer; 558 pb)
obtenido mediante inferencia bayesiana. Se analizaron 1000 réplicas y el porcentaje de remuestreo (bootstrap)
se muestra en cada rama del drbol. Se determiné un indice de consistencia de 1.0, un indice de retencién de 1.0
y un indice compuesto de 1.0 para todos los sitios informativos de parsimonia. Los aislamientos costarricenses
estan marcados con triangulos rojos y la cepa de referencia con un circulo azul.

Cuadro 3. Distribucién de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de aislamientos clinicos costarricenses de T. interdigitale
(n = 15) provenientes de onicomicosis y muestras de piel

CMI (pg/mL)
Antifiingico

Amorolfina 0.29 +£0.18 0.13-0.50 0.13 0.50
Bifonazol 0.23 £0.14 0.03-0.50 0.25 0.50
Ciclopirox 1.97 +2.20 0.25-8.00 0.50 5.60
Fluconazol 39.73 + 30.41 4.00-128.00 32.00 89.60
Itraconazol 1.33 + 4.06 0.03-16.00 0.25 6.70
Terbinafina 0.41 +1.00 0.13-4.00 0.13 0.35
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Figura 4. Distribucion de los patrones de susceptibilidad in vitro de los aislamientos clinicos de T. interdigitale

(n=15).

comparar las secuencias de T. interdigitale con
las existentes en la base de datos de GenBank,
se encontraron similitudes superiores al 99.5%
con secuencias reportadas para cepas de esta
especie en América (Brasil y Estados Unidos),
Europa (Bélgica, Francia, Holanda y Republica
Checa), Asia (Camboya, Iran y Vietnam) y Africa
(Senegal). Estos hongos también tenfan un origen
antropofilico. Los dermatofitos antropofilicos se
reproducen asexualmente en nichos ecolégicos
estables®’ ya que han perdido el contacto con
la tierra. Ademas, al ser heterotalicos, se ha
determinado que al ponerse en contacto con
sus ejemplares complementarios no pueden
llevar a cabo su reproduccion sexual.® Lo an-
terior explica por qué nuestros aislamientos y
las cepas control fueron agrupadas dentro del
mismo clado, evidenciando un origen clonal y
que no ocurre recombinacion genética en los
aislamientos analizados.

Las pruebas de susceptibilidad a agentes anti-
fngicos en hongos dermatofitos no se realizan
de forma rutinaria en el ambito clinico. Lo an-
terior debido a las altas tasas de curacién que
se reportan para las dermatofitosis en la piel:
80-90%.?> No obstante, las tasas de curacion
son mucho mas variables en el caso de las oni-
comicosis causadas por estos hongos (50-70%).%
Ademads, en el caso de que ocurran recaidas es
dificil definir si éstas se deben a poco apego al
tratamiento o si se trata de infecciones causadas
por cepas resistentes al mismo.>* En este estudio
se analizaron tres antifingicos tépicos (amorol-
fina, bifonazol y ciclopirox) y tres sistémicos
(fluconazol, itraconazol vy terbinafina) prescri-
tos para el tratamiento de los diversos tipos de
dermatofitosis. Por lo general, el tratamiento
topico se indica en infecciones localizadas o de
extension limitada. Por ejemplo, la tinea cruris,
tinea corporis y tinea pedis suelen aliviarse con
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tratamiento tépico. Por el contrario, la terapia
sistémica oral se recomienda en infecciones de
mayor extension. La tinea capitis siempre requie-
re terapia sistémica, al igual que la mayoria de
los casos de onicomicosis.?*?*

La concentracion minima inhibitoria de la
amorolfina mostré valores bajos en todos los
aislamientos evaluados. Esto es comparable con
los valores reportados en otros estudios, en don-
de se evidencia que la amorolfina tiene buena
actividad antifdingica contra este complejo.?52°

El bifonazol también mostré buena actividad
antifingica contra los aislamientos evaluados.
Esto es similar a lo reportado por Carrillo y su
grupo de 19 aislamientos clinicos de T. interdi-
gitale provenientes de Espafa.?®

El ciclopirox mostré una concentraciéon minima
inhibitoria promedio ligeramente mayor a las
observadas en otros estudios.?”*° Sin embargo,
sigue siendo un valor relativamente bajo, por
lo que puede afirmarse que este antifdngico
tiene buena actividad antifingica contra T.
interdigitale. Es importante resaltar que un es-
tudio realizado en Suiza en 2013 evalué dos
aislamientos de onicomicosis y la cepa ATCC
28188, todos de la especie T. rubrum, ante di-
ferentes concentraciones de antiflingicos. Dicho
estudio encontré que la exposicion prolongada
a concentraciones subdptimas de amorolfina,
itraconazol, terbinafina y ciclopirox conlleva
a la disminucién en la susceptibilidad ante los
primeros tres agentes, pero no al ciclopirox. Esto
resulta especialmente relevante en el tratamiento
de la onicomicosis, debido a que los esque-
mas terapéuticos son prolongados. Ademas,
se menciona que, en los sitios anatémicos en
donde el farmaco no alcanza una concentracién
apropiada, es mayor la probabilidad de que el
hongo desarrolle resistencia.?* El ciclopirox es un
antifdngico de la familia de las hidroxipiridonas,
y es quimica y mecanicamente diferente a los
demas farmacos antiftingicos. Este no afecta la
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sintesis de ergosterol ni es metabolizado por el
citocromo P450. Ademas, tiene multiples meca-
nismos de accién. Se cree que por estas razones
no se ha reportado resistencia, tanto de hongos
dermatofitos como levaduriformes, a este me-
dicamento.? Lo anterior es congruente con los
resultados reportados en este estudio, ya que los
valores de la concentracion minima inhibitoria
obtenidos del ciclopirox fueron bajos.

En este estudio sélo un aislamiento resulté sen-
sible al fluconazol, lo cual es congruente con lo
reportado en la bibliografia.2e3135 Por ejemplo,
un estudio realizado en Iran en 2018 evalué 66
aislamientos de T. interdigitale. Se encontr6 un
intervalo de CMI de 4.00 a 64.00 pg/mL.*

El itraconazol mostr6 un intervalo de valores de
CMl similar a lo reportado en otros estudios.?0-323¢
Por ejemplo, en Canada se encontré un intervalo
de CMIs entre 0.06 y 32 pg/mL al estudiar 32
aislamientos de hongos del complejo T. menta-
grophytes.®° El itraconazol se incluye como parte
del tratamiento sistémico de primera linea contra
la tinea pedis, tinea corporis y onicomicosis? y
en este estudio, s6lo 5/15 aislamientos resultaron
sensibles.

En un estudio previo se reportd resistencia al flu-
conazol en aislamientos clinicos costarricenses
de T. rubrum, de los 80 aislamientos analizados
el 8.7% mostré una CMl de 16 a 32 pg/mL y en
un 5% fue mayor de 64 pg/mL.*” La resistencia
al fluconazol y al itraconazol, antiflingicos sis-
témicos recetados como opcion terapéutica en
la Caja Costarricense del Seguro Social, podria
estar relacionada con la administracién frecuente
de estos antiflingicos en nuestra poblacion, asi
como se ha demostrado en aislamientos de
Candida sp resistentes al miconazol debido a su
administracién indiscriminada en sexoservidoras
en Costa Rica.?®

La baja susceptibilidad a los azoles en hongos
patégenos humanos se ha asociado con diversos
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mecanismos de resistencia. Asi, en hongos de los
géneros Candida y Aspergillus se ha detectado
la sobreexpresion del gen de la enzima blanco
de dichos antifingicos, la 14a lanosterol des-
metilasa.’® Otro de los mecanismos vinculados
con resistencia a compuestos azélicos es la
sobreexpresion de transportadores de eflujo, los
cuales son capaces de bombear mdltiples farma-
cos afuera del citoplasma flngico. Esto podria
explicar lo encontrado en este estudio, ya que
un mismo aislamiento tuvo el valor mas alto de
CM para cuatro diferentes agentes antifingicos:
fluconazol, itraconazol, bifonazol y terbinafina.

Por altimo, la terbinafina mostré la mayor
actividad antiftngica contra T. interdigitale, de-
mostrando alta susceptibilidad, lo cual es similar
a lo reportado en la bibliografia.*31:32:353640 por
ejemplo, en Brasil (2018) se report6 el mismo
intervalo de concentracién minima inhibitoria
encontrado en este estudio.?? Este medicamento
no soélo es efectivo in vitro, sino también a nivel
clinico, ya que distintos casos comunicados en
la bibliografia causados por T. erinacei, otro
miembro del complejo T. mentagrophytes, se han
curado luego de la administracion oral de este
tratamiento. Por ejemplo, en México se report6 el
caso de un nifio de 12 afios con tifa inflamatoria
de la mano debido al contacto con un erizo pig-
meo africano;*' en Tailandia se reporté el caso de
una paciente de 23 afnos con lupus eritematoso
sistémico que sufrié una onicomicosis y tifia del
cuerpo, también por contacto con un erizo* y en
Chile se comunicé el caso de dos nifios con tifa
facial;* todos ellos se curaron con terbinafina.

La resistencia a la terbinafina en hongos derma-
tofitos se ha reportado en algunos paises, como
Suiza e India. Un estudio realizado en India en
2018 evalué 63 aislamientos clinicos de T. inter-
digitale, aislados a partir de pacientes con tinea
cruris y tinea corporis, en un hospital en Nueva
Delhi. De la totalidad de hongos en estudio, 20
de los aislamientos resultaron resistentes a este
tratamiento. Se determiné que el mecanismo de
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resistencia implicado consistia en mutaciones
puntuales en el gen de la enzima blanco, la
escualeno epoxidasa.** Esta mutacién produce
cambios estructurales en la proteina blanco, lo
cual, a su vez, disminuye la afinidad hacia la
terbinafina, sin afectar la sintesis de ergosterol.*>

CONCLUSIONES

Las especies del complejo T. mentagrophytes
son agentes importantes de dermatofitosis en el
ser humano. Debido a la gran diversidad mor-
folégica que muestran, asi como el fenémeno
de pleomorfismo, la identificacion definitiva
de especies de este complejo debe realizarse
mediante métodos moleculares. En este estudio,
todos los aislamientos analizados se agruparon
como T. interdigitale, lo que sugiere que es la
especie de este complejo de hongos que circula
en Costa Rica y, al ser un hongo antropofilico,
puede establecerse que la transmisién ocurre por
contacto entre personas. Asimismo, se encontré
que los aislamientos de este estudio y las cepas
control eran clones, lo que reafirmé que la repro-
duccién de dermatofitos antropofilicos ocurre de
forma asexual. A nivel de identificacion de labo-
ratorio se recomienda realizar la identificacion
de especie del complejo T. mentagrophytes, con
el fin de proporcionar una mayor guia al médico
al momento de tratar al paciente.

Los resultados obtenidos en las pruebas de
susceptibilidad a agentes antimicéticos en este
estudio demuestran que la mejor opcién para
el tratamiento tpico de lesiones superficiales
causadas por T. interdigitale es el bifonazol; por
otro lado, la amorolfina y el ciclopirox pueden
considerarse opciones de tratamiento tépico
en onicomicosis. Como opcién terapéutica
sistémica, se recomienda la terbinafina. No se
recomienda la administracion de agentes az6li-
cos, como el itraconazol y el fluconazol, debido
a que in vitro no tienen buena efectividad contra
T. interdigitale. En su defecto, si en el manejo
terapéutico de las dermatofitosis por este hongo
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estan disponibles Gnicamente el fluconazol y el
itraconazol, se recomienda realizar las pruebas
de sensibilidad de los aislamientos clinicos y, en
caso de resistencia, proporcionar a los pacientes
afectados el tratamiento adecuado, en este caso,
la terbinafina. Se recomiendan futuros estudios
in vitro que evallen la actividad combinada
de antiflingicos tdpicos y sistémicos contra T.
interdigitale aislados de onicomicosis.
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