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Antifungal susceptibility of clinical isolates of
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Resumen

ANTECEDENTES: Scopulariopsis se reporta entre los principales géneros de hongos
filamentosos no dermatofitos causantes de onicomicosis. El tratamiento de estas infec-
ciones suele ser prolongado, engorroso y poco efectivo.

OBJETIVO: Analizar los patrones de susceptibilidad in vitro de los aislamientos de
Scopulariopsis sp, provenientes de onicomicosis.

MATERIAL Y METODO: Estudio de tipo experimental para evaluar la susceptibilidad
antiflingica de los aislamientos de Scopulariopsis sp obtenidos a partir de muestras
de ufas de agosto a diciembre de 2017. Para determinar la susceptibilidad in vitro se
utilizé el método de microdilucién en caldo, documento M38-A del Clinical Labora-
tory Standards Institute (CLSI). Se analizaron cinco antifdngicos y las concentraciones
finales probadas fueron: de 0.13 a 64 pg/mL para amorolfina y terbinafina, de 0.06 a
32 pg/mL para ciclopirox, de 0.03 a 16 pg/mL para itraconazol y de 0.25 a 128 g/
mL para fluconazol.

RESULTADOS: La CMI,, y CMI,, para la amorolfina fueron 0.13 y 24 pg/mL, para
terbinafina 2 y 4 ug/mL, para ciclopirox 4 y 8 pyg/mL, para itraconazol > 16 y > 16 pg/
mL y para fluconazol > 128 y > 128 g/mL, respectivamente.

CONCLUSIONES: La amorolfina y la terbinafina tuvieron la mayor actividad y el
fluconazol tuvo la menor actividad antifdngica contra los aislamientos de Scopula-
riopsis sp analizados.

PALABRAS CLAVE: Scopulariopsis sp; fluconazol; itraconazol; terbinafina; ciclopirox;
amorolfina; onicomicosis.

Abstract

BACKGROUND: Scopulariopsis sp is a causal agent of onychomycosis; however, its
therapeutical regimen hasn’t been established.

OBJECTIVE: To evaluate the in vitro activity of fluconazole, itraconazole, terbinafine,
ciclopirox and amorolfine against clinical isolates of Scopulariopsis sp.

MATERIAL AND METHOD: An experimental study was done to assess the in vitro
susceptibility of 11 clinical isolates of Scopulariopsis sp using the microdilution method
M38-A, as described by the Clinical Laboratory Standards Institute, from August to
December 2017. The final concentrations were: 0.13-64 ug/mlL for amorolfine and
terbinafine, 0.06-32 pg/mL for ciclopirox, 0.03-16 pg/mL for itraconazole and 0.25-
128 pg/ml for fluconazole.

RESULTS: The MIC_, and MIC,, were 0.13 and 24 pg/mL for amorolfine, 2 and 4 pg/
mL for terbinafine, 4 and 8 pug/mL for ciclopirox, > 16 y > 16 ug/mL for itraconazole
and > 128 and > 128 pug/ml for fluconazole, respectively.

CONCLUSIONS: Amorolfine and terbinafine exhibited the highest antifungal activity
and fluconazole the lowest against clinical isolates of Scopulariopsis sp.

KEYWORDS: Scopulariopsis; Fluconazole; Itraconazole; Terbinafine; Ciclopirox;
Amorolfine; Onychomycosis.
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ANTECEDENTES

Las onicomicosis constituyen un importante
problema de salud publica al ser infectoconta-
giosas, prevalecer en ambientes visitados por
gran cantidad de personas como piscinas o ba-
fios publicos y requerir tratamientos complejos
y prolongados.' Por estas razones, representan
el proceso patolégico reportado con mas fre-
cuencia en las ufias. Ademas, afectan a 2-18%
de la poblacién general, pero esta incidencia
aumenta hasta 48% en personas mayores de 70
anos.? La eficacia del tratamiento depende del
diagnéstico correcto del agente etiolégico, de
la seleccion del antimicético y del apego del
paciente al esquema terapéutico.?

Las infecciones causadas por hongos miceliales
no dermatofitos representan aproximadamente
10% de los casos de onicomicosis.* Entre los
géneros que mas se reportan estan Fusarium,
Aspergillus, Neoscytalidium y Scopulariopsis.>®
Este Gltimo es un saproéfito ambiental comun-
mente aislado de suelos, aire, papel, plantas y
ambientes interiores.” Son hongos de crecimien-
to rapido, cuya colonia es inicialmente blanca
y luego se torna de color marrén claro con la
periferia ligeramente oscura. En términos micros-
copicos, produce conidiéforos ramificados con
conidias anelidicas, que miden de 4 a 9 ym de
didmetro, son equinuladas y tienen un extremo
plano (Figura 1).8

Los pacientes con onicomicosis por Scopula-
riopsis muestran una lesion subungueal distal
tipica, indistinguible clinica y patolégicamente
de las causadas por dermatofitos.” Ademas,
Scopulariopsis es causante de otras formas cli-
nicas menos comunes que incluyen queratitis
secundaria a traumatismo ocular, otomicosis e
infecciones de tejidos profundos, principalmente
en pacientes imnunosuprimidos, como cuadros
de endoftalmitis, neumonia, abscesos subcuta-
neos y cerebrales, sinusitis invasivas, peritonitis
y endocarditis.”
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Figura 1. Scopulariopsis sp. A. Morfologia macros-
cépica: colonia subcultivada en agar papa dextrosa.
B. Morfologia microscépica, montaje en azul de
lactofenol: micelio hialino septado y conidiéforos
ramificados.

Se ha reportado que Scopulariopsis sp tiene
alta resistencia in vitro a los antifingicos co-
muinmente prescritos.” Aunque los estudios
de susceptibilidad in vitro son escasos, se ha
reportado resistencia a la anfotericina B, a la
5-fluorocitosina y a los azoles. Las infecciones
profundas por Scopulariopsis brevicaulis son
generalmente fatales y dificiles de tratar, por lo
que en la practica se recomienda combinar dis-
tintos métodos como tratamientos antifdngicos y
desbridamiento quirtrgico.” En el caso de las
onicomicosis, los tratamientos se administran por
via oral (fluconazol, terbinafina e itraconazol)
y tépica (amorolfina y ciclopirox). Por tanto,
este estudio tiene como propo6sito analizar los
patrones de susceptibilidad in vitro de los ais-
lamientos de Scopulariopsis sp provenientes de
onicomicosis.

MATERIAL Y METODO

Estudio de tipo experimental efectuado de
agosto a diciembre de 2017 para evaluar la
susceptibilidad antifdngica de aislamientos de
Scopulariopsis sp. que fueron depositados en la
Micoteca de la Seccién de Micologia Médica de
la Universidad de Costa Rica, entre 2005 y 2016.
Los aislamientos se obtuvieron de muestras de
unas de diferentes pacientes con onicomicosis.
Los hongos se mantuvieron en tubos con agar
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papa dextrosa (APD), con una capa de aceite
mineral y a temperatura ambiente (20-30°C).
Como controles para los estudios de susceptibi-
lidad se utilizaron cepas control de la American
Type Culture Collection: Candida krusei ATCC
6258 y Candida parapsilosis ATCC 22019. Se
utilizaron estos controles porque son cepas que
tienen una concentracion minima inhibitoria
(CMI) conocida y se deseaba garantizar que la
concentracion de antifdngico que habia en cada
pocillo fuera la correcta."

Pruebas de susceptibilidad in vitro a
los antifungicos: amorolfina, ciclopirox,
itraconazol, terbinafina y fluconazol

La CM se determind segtin el método de microdi-
lucién en caldo M38-A para hongos filamentosos
del Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI)."
Las concentraciones finales de los antiflingicos
fueron: 0.13-64 pg/mL para amorolfina (Royal
Pharm, Hangzhou, China) y terbinafina (Royal
Pharm, Hangzhou, China), 0.06-32 pg/mL para
ciclopirox (Royal Pharm, Hangzhou, China),
0.03-16 pg/mL para itraconazol (Royal Pharm,
Hangzhou, China) y 0.25-128 pg/mL para fluco-
nazol (Laboratorios Stein SA, Costa Rica). Para la
preparacion del inéculo de los aislamientos Sco-
pulariopsis spp se partié de un subcultivo en APD
de siete dias incubado a temperatura ambiente. Se
realizé una suspension de conidias en solucién
salina estéril 0.85%. La concentracién de coni-
dias se determiné utilizando una camara Biirker
(Poly-Optik GmbH, Blankenburg, Alemania) y
se estandariz6 a 1-5 x 10°® UFC/mL. Posterior-
mente, se realizé una dilucién 1/50 en RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute; Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos), concentracion
2 x 10*1 x 10°). Para la preparacién del in6culo
de las cepas control se hizo una suspensién de
levaduras ajustada a una densidad optica 0.5
McFarland, en solucién salina estéril 0.85%. Las
cepas utilizadas para preparar el inéculo fueron
subcultivadas 24 horas antes en medio Sabouraud

glucosado. Se obtuvo una solucién con una con-
centracién aproximada de 1 x 108-5 x 10° UFC/
mL. Finalmente, se realizé una dilucién 1:1000
con RPMI (concentracion 1 x 10%-5 x 10® UFC/
mL). Esta dltima dilucién se inoculd en las pla-
cas de antifingico preparadas previamente. La
concentracion final de levaduras obtenida en
las placas fue de 0.5 x 10%-2.5 x 10* UFC/mL. La
lectura se realiz6 mediante espectrofotometria a
450 nm utilizando el equipo Synergy HT (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, Estados Unidos).
Para Scopulariopsis sp la CMI fue la concentracién
mas baja que produjo inhibicién de 80% del
crecimiento, al compararla contra el control de
crecimiento y para los controles levaduriformes,
la CMI fue la concentraciéon mas baja que produjo
la inhibicién de 50% de crecimiento.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados
obtenidos se utilizé el programa SPSS para
Windows, version 20 (SPSS Inc., Chicago, IlI.,
Estados Unidos). Se calculé la media geométrica
y el rango de las CMIs, asi como la CMI_ y la
CMI,, (percentiles 50 y 90) para cada antifiingi-
co probado. También se realizé un andlisis de
variancia (ANOVA) con el fin de comparar los
valores de las CMIs entre los antiflingicos, junto
con un andlisis de Tukey.

RESULTADOS

Se analizaron 11 aislamientos clinicos de Sco-
pulariopsis sp provenientes de onicomicosis.
En el Cuadro 1 y en la Figura 2 se observa la
distribucion de las CMIs de los 11 aislamientos
estudiados. Los antifingicos que se probaron
fueron itraconazol, terbinafina, fluconazol,
ciclopirox y amorolfina. Se encontré que la
amorolfina tuvo la mayor actividad antifingica
(menor CMI) porque 81.8% de los aislamientos
analizados tuvieron CMIs <0.13 pg/mL, seguida
por la terbinafina con CMls < 4.00 pg/mL en
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Patrones de susceptibilidad in vitro de los aislamientos clinicos de Scopulariopsis sp (n = 11)

CMI (pg/mL)

Antifiingico

Amorolfina 8.11 0.13-64 0.13 24.00
Ciclopirox 5.05 2-12 4.00 8.00
Itraconazol 16.00 NA 16.00 16.00
Fluconazol 128.00 NA 128.00 128.00
Terbinafina 7.66 1-64 2.00 4.00

CMI: concentracién minima inhibitoria; NA: no aplica.
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Figura 2. Distribucién de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de los aislamientos clinicos de Sco-
pulariopsis sp segin el antifingico.

90% de los aislamientos probados. A su vez,
las menores actividades antifiingicas las tuvie-
ron itraconazol y fluconazol, con 100% de los
aislamientos con CMIs > 16 pg/mLy > 128 pg/
mL, respectivamente.

Ademas, se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas entre los promedios de las

CMIs de los antifingicos probados mediante
el andlisis de variancia (F = 206.072; gl = 4;
p < 0.001). La prueba de Tukey distribuyé a
los tratamientos en dos grupos, en el primero
estaban ciclopirox, terbinafina, amorolfina e
itraconazol, que tuvieron las CMls mas bajas y
en el segundo se incluyé al fluconazol, con CMI
significativamente mas alta.

DISCUSION

En este estudio se probaron antifiingicos de
administracion tépica y sistémica, estos Gltimos
son los que mas se prescriben para el tratamiento
de onicomicosis en Costa Rica. Respecto a los
antifingicos de aplicacion tépica, para la amo-
rolfina se obtuvo que 81.8% de las muestras
tuvieron CMIs menores de 0.13 pg/mL. Ademas,
tuvo la CMI,, mas baja en comparacién con
los demas antifiingicos estudiados, por lo que
Scopulariopsis fue mas susceptible a este trata-
miento. Nuestros resultados son comparables
con los obtenidos por Li y colaboradores (2004)
en China, quienes evaluaron cepas de diferentes
especies de hongos obtenidos de pacientes con
tinas del pie, tinas del cuerpo y onicomicosis.
Para los aislamientos de Scopulariopsis spp,
obtuvieron un intervalo de CMI de 0.5-4 pug/mL,
cuyo limite superior se asemeja al obtenido en
este estudio. Estos autores obtuvieron CMI, , de
4.00 pg/mL para Candida albicans, 0.02 pg/mL
para Epidermophyton flocossum y 0.04 pg/mL
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para Trichophyton rubrum vy para Trichophyton
mentagrophytes." Estos hongos son importantes
agentes causales de onicomicosis, por lo que
es relevante notar que la amorolfina es efecti-
va contra éstos, asi como contra el hongo en
estudio. Asimismo, Sequeira-Oviedo y colabo-
radores evaluaron la actividad de la amorolfina
contra aislamientos de Fusarium solani, principal
hongo micelial no dermatofito causante de oni-
comicosis en Costa Rica; obtuvieron una CMI,
de 1.25 pg/mL, este antiflingico tuvo la mayor
actividad antiflingica contra este hongo.™

En cuanto a ciclopirox, en este estudio se obtuvo
una CMI media de 5.05 pg/mL con CMI,  de
4.00 pg/mL. De acuerdo con estudios efectua-
dos por Bohn y colaboradores en Alemania, se
obtuvo una CMI promedio de 1.95 pg/mL para
aislamientos de Scopulariopsis sp., comportan-
dose de manera similar a nuestros aislamientos.
Por su parte Gupta y colaboradores, en un es-
tudio similar realizado en Canada, obtuvieron
para S. brevicaulis una CMI, de 0.125 pg/mL,
mostrando susceptibilidad al igual que los men-
cionados anteriormente. En el mismo estudio se
reporté susceptibilidad para cepas de T. rubrum
al obtener CMI,  de 0.03 pg/mL, asi como de C.
albicans con CMI, de 0.03 pg/mL." Asimismo,
en el estudio realizado por Sequeira-Oviedo
(2017) y colaboradores se obtuvo una CMI,  de
16.00 pg/mL para F. solani. Segln estos resul-
tados, el ciclopirox tiene actividad antifdngica
contra el hongo en cuestién, asi como otras es-
pecies frecuentemente aisladas de onicomicosis,
excepto F. solani. Al igual que la amorolfina,
tiene la ventaja de que, al ser de aplicacién t6-
pica, no interacciona con otros medicamentos
consumidos por el paciente, ni genera efectos
adversos sistémicos.™

En el caso de la terbinafina (tratamiento sistémi-
co), en este estudio se obtuvo una CMI media
de 7.66 ug/mL y una CMI, de 2.00 ug/mL. Los
resultados obtenidos fueron congruentes con los

reportados por Sandoval-Denis y colaborado-
res, quienes obtuvieron una CMIl, de 8.00 ug/
mL para Scopulariopsis sp.” Asimismo, Gupta
y Kohli reportaron una CMI,  de 1.00 pg/mL'®
y Carrillo-Mufioz y colaboradores una CMI
promedio de 1.38 pg/mL (n = 5) para S. brevi-
caulis.” Con respecto a la susceptibilidad a la
terbinafina mostrada por otros hongos causantes
de onicomicosis, Gupta y Kohli analizaron ais-
lamientos de T. rubrum y obtuvieron una CMI_
de 0.003 pg/mL,'® y Carrillo-Mufioz y colabo-
radores analizaron aislamientos de T. rubrum,
Trichophyton interdigitale, T. mentagrophytes y
E. floccosum; encontraron una CMI,  de 0.0T,
0.007, 0.006 y 0.03 pg/mL, respectivamente.'!
Por tanto, se considera que la terbinafina puede
prescribirse para el tratamiento de las onicomi-
cosis causadas por estos hongos. Sin embargo, en
el estudio de Sequeira-Oviedo y colaboradores,
los aislamientos de F. solani analizados tuvieron
una CMI,, de 64.00 pg/mL, por lo que la activi-
dad antiflingica fue baja y se demuestra que este
antimicotico no se comporta de manera similar
entre diferentes especies de hongos.' A su vez, si
bien el tratamiento tépico con terbinafina tiene la
ventaja de que causa pocos efectos secundarios,
proporciona resultados escasos en la mayor parte
de las onicomicosis, por lo que se prescribe en
conjunto con terapia sistémica.'”

Los antifingicos azélicos probados fueron los
que tuvieron la menor actividad antifingica in
vitro contra Scopulariopsis sp. Para itraconazol,
se obtuvo una CMI promedio, CMI, y CMI
> 16.00 pg/mL. Asimismo, para fluconazol se
obtuvo una CMI > 128.00 pg/mL para todos los
pardmetros. Los aislamientos probados tuvieron
resistencia inclusive a la concentracion mas alta
utilizada en este estudio, por lo que la CMI del
hongo puede ser incluso mayor si se probaran
concentraciones mas altas. Estos resultados
se asemejan a los obtenidos por Sandoval y
colaboradores, quienes reportaron una CMI de
26.70 pg/mL para itraconazol”y a los de Odero
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y colaboradores, quienes reportaron 100% de
resistencia a este antifingico al analizar siete
especies de Scopulariopsis (n = 28).'8

En otro estudio realizado por Sabatelli y cola-
boradores se reporta sensibilidad al itraconazol
para cepas de T. rubrumy C. albicans al obtener
CMI,, de 0.06 pg/mL para ambos hongos, asi
como a fluconazol (T. rubrum CMI_ = 2.00 pg/
mLy C. albicans CMI, ;= 0.25 pg/mL)."? Asimis-
mo, en aislamientos costarricenses de T. rubrum
se ha reportado que 8.7% de éstos tuvieron una
CMl entre 16 y 32 pg/mL y 5% > 64 pg/mL.*°
Segln Sequeira-Oviedo y colaboradores(2017),
la CMI,, obtenida para F. solani fue > 16.00 pg/
mL para itraconazol, lo que indicaria resistencia
a ese antimicético. La diferencia marcada entre
la respuesta de los diferentes hongos al mismo
antifangico refuerza la necesidad de identificar
correctamente el aislamiento en cada caso de
onicomicosis para asi dar el tratamiento 6ptimo
al paciente.™

En cuanto al analisis estadistico, las pruebas
de Tukey agruparon al ciclopirox, terbinafina,
amorolfina e itraconazol juntos y separaron al
fluconazol, debido a su CMI significativamente
mayor a la mostrada por los otros antimicéticos.
La CMI obtenida para itraconazol fue mayor que
la concentracién mdés alta probada (16.00 pg/
mL), por lo que es posible que si se evaluaran
concentraciones mayores se obtendria una CMI
superior y, por tanto, estaria agrupado con el
fluconazol.

Por Gltimo, es importante analizar los datos
clinicos de cada paciente, sus antecedentes,
realizar el aislamiento respectivo y, con base
en el diagnéstico micolégico, el médico debe
elegir el tratamiento méas adecuado contra el
agente causal especifico. En el caso de Scopu-
lariopsis sp, la CMI mas baja obtenida fue para
la amorolfina, por lo que se recomienda este
medicamento como el tratamiento de eleccién
contra las onicomicosis causadas por este hon-

2019 mayo-junio;63(3)

go. Ademas, al estar disponible en presentacion
topica, es preferible porque se evitan los efectos
secundarios asociados con la administracion
de medicamentos sistémicos, como interaccién
con otros medicamentos concomitantes y toxi-
cidad, entre otros. Los medicamentos tépicos
también son preferibles para pacientes que por
alguna condicién de fondo no puedan recibir
antimicoticos sistémicos. Sin embargo, en el
caso del tratamiento de ufias con distrofia total
0 que se encuentren varias ufias afectadas, seria
recomendable combinar terbinafina oral con
amorolfina tépica, para obtener mejor respuesta
al tratamiento; porque se recomienda el trata-
miento tépico en conjunto con terapia sistémica
para tratar las onicomicosis.?' Asimismo, los
resultados obtenidos de la clara resistencia de
Scopulariopsis sp hacia los azoles constituyen
una herramienta para la justificacién de la ad-
quisicién de los medicamentos adecuados en los
centros de salud publicos y privados para tratar
las infecciones causadas por este hongo, con el
fin de proporcionar a los pacientes el tratamiento
adecuado con el que se logre la curacién clinica
y micolégica.
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AVISO IMPORTANTE

Ahora puede descargar la aplicacién de

Dermatologia Revista Mexicana.

Para consultar el texto completo de los articulos debera |
registrarse una sola vez con su correo electrénico,
crear una contrasefa, indicar su nombre completo y
especialidad. Esta informacién es indispensable para
saber qué consulta y cudles son sus intereses y
poder en el futuro inmediato satisfacer sus

necesidades de informacion.

La aplicacién esta disponible
para Android o iPhone. »
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