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Resumen

ANTECEDENTES: la cromoblastomicosis es una infeccion subcuta-
nea, de evolucién crénica, causada principalmente por Fonsecaea
pedrosoi. En general, la respuesta de los pacientes al tratamiento con
antifingicos ha sido escasa. La actividad antiflingica in vitro contra
los hongos causantes de esta micosis reportada en la bibliografia
ha sido variable.

OBJETIVO: evaluar la sensibilidad antifngica in vitro de diferentes
hongos dematidceos de una coleccién a fluconazol, itraconazol,
voriconazol y posaconazol.

MATERIAL Y METODO: estudio observacional y experimental reali-
zado en 14 aislamientos de hongos causantes de cromoblastomicosis
conservados en la coleccién del Laboratorio de Micologia Médica.
La sensibilidad antiflingica in vitro se determiné por el método E-test.
Se evaluaron cuatro triazoles de primera generacion (fluconazol e
itraconazol) y segunda generacion (voriconazol y posaconazol) y
se compard su actividad antifingica contra las diferentes especies
fangicas.

RESULTADOS: la concentraciéon minima inhibitoria para itraconazol
varié de 0.017 a 1.0 pg/mL; de 0.52 a 6.0 pg/mL para voriconazol;
de 0.009 a 0.25 pg/mL para posaconazol y >256 pg/mL para fluco-
nazol. Por tanto, la mayor actividad observada fue con posaconazol
e itraconazol, principalmente contra los aislamientos de Phialophora
verrucosa, seguidos de Cladophialophora carrionii.

CONCLUSION: en este estudio se observé la efectividad del itra-
conazol y posaconazol contra agentes de cromoblastomicosis. El
método E-test es una herramienta que podria ser (til para determinar
el patron de sensibilidad antifingica in vitro en hongos causantes
de cromoblastomicosis y asi contribuir a establecer el tratamiento
oportuno y disminuir la baja respuesta o recaidas de los pacientes
con esta micosis.

PALABRAS CLAVE: Fonsecaea pedrosoi, Phialophora verrucosa, itra-
conazol, posaconazol.
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In vitro activity of four triazole against
agents causing of chromoblastomycosis.

Manzano-Gayosso P!, Hernandez-Hernandez F!, Méndez-Tovar LJ?, Zabicky
J3, Bazan-Mora E?, Lépez-Martinez R!

Abstract

BACKGROUND: Chromoblastomycosis is a subcutaneous infection,
with chronic evolution mainly caused by Fonsecaea pedrosoi. In gen-
eral patients’ response to treatment with antifungal drugs has been
poor. The in vitro antifungal activity on fungi causing of this mycosis
reported in literature has been variable.

OBJECTIVE: To evaluate the in vitro antifungal susceptibility of differ-
ent dematiaceous fungi from a collection, to fluconazole, itraconazole,
voriconazole and posaconazole.

MATERIAL AND METHOD: An observational and experimental study
performed on fourteen fungal isolates causing of chromoblastomycosis
conserved in the Medical Mycology Laboratory’ Collection. The in
vitro antifungal susceptibility was determined by the E-test method.
Four triazole compounds of first- (fluconazole and itraconazole) and
second-generation (voriconazole and posaconazole) were evaluated,
and their antifungal activity against the fungal species was compared.

RESULTS: The minimum inhibitory concentration for itraconazole was
from 0.017 to 1.0 yg/mlL; from 0.52 to 6.0 ug/ml for voriconazole;
from 0.009 to 0.25 ug/mL for posaconazole; and >256 ug/ml for flu-
conazole. Therefore, the highest antifungal activity was observed with
posaconazole and itraconazole, mainly against isolates of Phialophora
verrucosa, followed by Cladophialophora carrionii.

CONCLUSION: In this study the effectiveness of itraconazole and
posaconazole against chromoblastomycosis agents was observed. The
E-test method could be a useful tool to determine the in vitro antifungal
susceptibility pattern on fungi causing of chromoblastomycosis and
contribute to establish a timely treatment and reduce the low response
and relapses of patients with this mycosis.

KEYWORDS: Fonsecaea pedrosoi; Phialophora verrucosa; itracon-
azole; posaconazole
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ANTECEDENTES crénica. La mayoria de los casos reportados en la

bibliografia padecen lesiones cutaneas extensas,
La cromoblastomicosis es una infeccion micé-  caracterizadas por placas de aspecto verrugoso,
tica de localizacion subcutdnea y de evolucion asintomdticas. Los principales hongos causales
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son fonsecaea pedrosoi, Phialophora verrucosa
y Cladophialophora carrionii.!

Los primeros casos reportados de la enfermedad
se trataron con una amplia diversidad de medi-
camentos (calciferol, tiabendazol, 5-flucitosina,
anfotericina B), con respuesta generalmente
escasa.'

Con la disponibilidad en el mercado de los
antifngicos azélicos, particularmente de keto-
conazol, fluconazol e itraconazol, éstos se han
prescrito para el tratamiento de esta micosis, con
respuesta variable.?

En 1992, Queiroz-Telles y colaboradores re-
portaron la administracién de itraconazol en
19 casos de cromoblastomicosis causados por
F. pedrosoi y comprobaron su utilidad en este
padecimiento.?

En los dltimos 15 afos, el antifingico mas
comunmente indicado ha sido itraconazol por
tiempo prolongado (200 mg/dia durante cinco
meses).*> Algunos autores han reportado recai-
das posteriores a la aparente curacién clinica y
micolégica.® Debido a que muchos de los ca-
sos han sido resistentes al tratamiento, algunos
médicos clinicos han prescrito la combinacién
de dos farmacos o dos tipos de procedimientos
(termoterapia o criocirugia mas la administracién
de un antiflingico), con mejores resultados.'”*

Los estudios de la actividad antifdngica in vitro
iniciaron en 1987, cuando Van Cutsem y colabo-
radores ensayaron el itraconazol contra diversos
hongos, incluidos algunos agentes de la cromo-
blastomicosis.'® En este estudio, itraconazol tuvo
cuatro veces mas actividad que ketoconazol con-
tra algunos hongos. En otro estudio, itraconazol
mostré mayor actividad que fluconazol contra
diversos hongos dematiaceos.'" De Bedout y co-
laboradores encontraron que los aislamientos de
F. pedrosoi mostraban resistencia a anfotericina

B (33%), a 5-flucitosina (58%) y a fluconazol
(67%) y ninguno a itraconazol." Hace poco,
Deng y colaboradores demostraron actividad
baja de posaconazol, seguido de itraconazol y de
terbinafina contra aislamientos de C. carrionii."

En la actualidad esta infeccion sigue siendo un
desafio para el médico tratante debido a la mala
respuesta de los pacientes con esta enfermedad
a los diversos recursos terapéuticos utilizados.
Una de las posibles causas de falla terapéutica en
esta micosis podria ser la resistencia del agente
causal (primaria o secundaria) a los diversos
antifdngicos.

El objetivo de este estudio es determinar el patrén
de sensibilidad in vitro de diferentes agentes
causantes de cromoblastomicosis frente a cuatro
compuestos triazélicos (fluconazol, itraconazol,
voriconazol y posaconazol), disponibles en el
tratamiento de esta micosis.

MATERIAL Y METODO

Estudio observacional y transversal en hongos
dematiaceos de la coleccion del Laboratorio de
Micologia Médica de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional Auténoma de México.

Aislamientos fungicos

En este estudio se incluyeron 14 aislamientos
de la coleccion obtenidos de pacientes y con-
servados en solucién salina estéril a 4°C. Los
aislamientos correspondieron a las siguientes
especies: Fonsecaea pedrosoi, 7; Phialophora
verrucosa, 2; Cladophialophora carrionii, 4;
Rhinocladiella aquaspersa, 1.

Preparacién del inéculo
De todos los aislamientos se obtuvo un cultivo

monosporico en agar dextrosa Sabouraud, de
siete dias de crecimiento a 28°C. Estos aisla-
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mientos se cultivaron en agar avena-sales para
estimular la conidiacién y se incubaron a 35°C
durante siete dias;'* a partir de este cultivo se
prepar6 un inéculo que contenia 1x10° coni-
dios/mL en solucién salina a 0.85%. Por cada
aislamiento se inocularon cuatro placas de agar
Rowell Park Memorial Institute (RPMI) 1640,
siguiendo las instrucciones del fabricante de
E-test® (AB Biodisk). En cada una de las placas
de RPMI 1640 inoculadas con el aislamiento
problema se colocaron las tiras E-test® impreg-
nadas con dosis decrecientes de fluconazol,
itraconazol, voriconazol y posaconazol. Las
placas se incubaron a 35°C durante siete dias,
con revision cada 24 horas. La concentracién
minima inhibitoria se determiné de acuerdo con
el punto de interseccién entre el crecimiento
flngico y la linea que indica la concentracién
del antifingico.

El andlisis de variancia se utilizé para conocer
la diferencia en la actividad de los antiflingicos
estudiados. El valor de p<0.05 se consider6 sig-
nificativo. El andlisis estadistico y la grafica se
realizaron con el paquete estadistico Prism 7.0
(GraphPad Inc., CA, Estados Unidos).

RESULTADOS

Las concentraciones minimas inhibitorias ob-
tenidas con los cuatro compuestos triazélicos
probados contra los 14 aislamientos dematidceos
causantes de cromoblastomicosis se muestran
en el Cuadro 1. En términos generales, todos los
aislamientos tuvieron un comportamiento similar
frente a cada antiftingico. El fluconazol no tuvo
ninguna actividad contra los 14 aislamientos
estudiados. Los limites de la concentracién
minima inhibitoria frente a itraconazol fueron
0.023 a 1.75 pg/mL; para voriconazol fueron
0.008 a >32.0 pg/mL; para posaconazol fueron
0.006 a 0.25 pg/mL. Respecto a las diferentes
especies, en dos aislamientos de F. pedrosoi
estudiados se observé que la concentracién
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minima inhibitoria a voriconazol e itraconazol
fue alta (32 y 1.75 pg/mL, respectivamente) y en
baja concentracion a itraconazol (6/7) y en 7/7
frente a posaconazol. Cladophialophora carrionii
y P. verrucosa fueron sensibles a itraconazol,
voriconazol y posaconazol. El aislamiento de
R. aquaspersa mostro resistencia a itraconazol
y voriconazol. Por tanto, posaconazol mostré
la mayor actividad antifiingica contra todos los
aislamientos fangicos.

El crecimiento de un aislamiento de F. pedrosoi
y de C. carrionii en sendas placas de agar RPMI
1640 frente a los cuatro triazoles estudiados se
muestra en la Figura 1, en la que se evidencia
un halo de inhibiciéon correspondiente a la con-
centracién minima inhibitoria del antifiingico; en
el primer caso la mayor actividad corresponde
a voriconazol (0.008 pg/mL) y en el segundo a
posaconazol (0.006 pg/mL).

El promedio de la concentracién minima in-
hibitoria obtenida para los cuatro antiflingicos
ensayados en este estudio se muestra en la Figura
2. La mejor actividad antifdngica in vitro contra
los agentes causantes de cromoblastomicosis la
tuvieron itraconazol y posaconazol. Este Gltimo
mostré los valores mds bajos con significacién
estadistica, determinada por andlisis de variancia
(p<0.05).

DISCUSION

En general, la actividad in vitro que muestran
los antifingicos contra los agentes de la cromo-
blastomicosis ha sido variable y dependiente
del método y de los antiflingicos estudiados.
Cermeno y colaboradores demostraron la mayor
actividad de ketoconazol, itraconazol y terbi-
nafina contra dos aislamientos de F. pedrosoi
y ninguna actividad con fluconazol y anfoteri-
cina B. Estos autores sugieren que ketoconazol
e itraconazol serfan los farmacos de eleccién
para controlar las infecciones causadas por los



Manzano-Gayosso Py col. Actividad in vitro de cuatro triazoles Dermato | 0 g Ia

evista moexica

Concentracion minima inhibitoria de cuatro azoles contra 14 aislamientos causantes de cromoblastomicosis

Fluconazol (pg/mL) | Itraconazol (pg/mlL) | Voriconazol (pg/mL) | Posaconazol (pg/mL)

F. pedrosoi Fp-12 >256 0.125 0.012 0.047
F. pedrosoi Fp-85 >256 0.094 0.016 0.008
F. pedrosoi Fp-220 >256 0.25 0.008 0.125
F. pedrosoi Fp-362 >256 0.25 0.047 0.032
F. pedrosoi Fp-363 >256 0.25 0.047 0.032
F. pedrosoi Fp-489 >256 0.064 >32 0.016
F. pedrosoi Fp-84 >256 1.75 4.0 0.25
P. verrucosa Pv-35 >256 0.032 0.047 0.012
P. verrucosa Pv-110 >256 0.19 1.0 0.006
C. carrionii Cc-210 >256 0.023 0.5 0.006
C. carrionii Cc-211 >256 0.023 0.5 0.006
C. carrionii Cc-238 >256 0.64 1.5 0.064
C. carrionii Cc-239 >256 0.64 1.5 0.023
R. aquaspersa Ra-634 >256 1.0 4.0 0.032

Figura 1. A-D. Crecimiento de Fonsecaea pedrosoi (Fp-220) en agar RPMI frente a itraconazol (IT), voriconazol
(VO), posaconazol (POS) y fluconazol (FL). E-G. Crecimiento de Cladophialophora carrionii (Cc 211) en agar
RPMI frente a itraconazol, voriconazol y posaconazol.
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Figura 2. Concentraciéon minima inhibitoria de la
actividad de los cuatro triazoles contra todos los
aislamientos estudiados.

hongos dematidceos.' Estos datos son similares
a los descritos por otros autores.21¢18

Los resultados obtenidos con los tratamientos
indicados en la cromoblastomicosis han sido
variables, independientemente si se administran
farmacos solos o combinados con procedimien-
tos fisicos.”” Queiroz-Telles y colaboradores
reportaron que el farmaco que debe indicarse
en pacientes con cromoblastomicosis causado
por F. pedrosoi es itraconazol, porque observaron
curacion clinica y micolégica en un periodo de
18 a 36 meses. Para otros autores el tratamiento
con un solo medicamento puede ser ineficaz,
porque podria causar la recaida del paciente
e incluso resistencia del agente causal al anti-
fingico." Por esto, algunos autores combinan
antimicoticos al iniciar el tratamiento para evitar
las recaidas y la resistencia del agente, basa-
dos en el mecanismo de accién en dos puntos
diferentes, como itraconazol y terbinafina. La
terbinafina ha mostrado beneficio adicional,
que es su efecto antifibrético, lo que induce la
penetracion del antifingico a la célula.’” Otra
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alternativa terapéutica propuesta por Kumara-
singhe es itraconazol administrado en pulsos,
esquema al que responden mejor los pacientes
infectados con C. carrionii."

CONCLUSIONES

En este estudio fue evidente la mayor actividad
mostrada con itraconazol y posaconazol, prin-
cipalmente contra P. verrucosa y C. carrionii,
por lo que esta fundamentado proponer la ad-
ministracion de posaconazol como tratamiento
inicial en los pacientes con cromoblastomicosis.

El método de E-test® puede ser una herramienta
atil en los laboratorios clinicos para detectar
la concentracién minima inhibitoria de los
antifingicos contra los agentes causales de
cromoblastomicosis. Al conocer el patrén de
sensibilidad podria iniciarse un tratamiento
oportuno y disminuir las recaidas que pudieran
tener los pacientes con este padecimiento.

Proyecto registrado en la Divisién de Investiga-
cién, clave 074-2011.
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