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Resumen

Introduccion y objetivos: Meoscytalidium dimidiatum es un hongo fuliginoso que se ha descrito
como agente etioldgico de distintos tipos de infecciones en el ser humano. Una de estas es la
onicomicosis, que consiste en la infeccion de las ufas causada por hongos. En general, la
frecuencia de aislamientos clinicos de N dimidiatum es baja, sin embargo, se describe como una
patologia de respuesta pobre al tratamiento; al grado en que es considerada por algunos autores
como una infeccion practicamente incurable.

Materiales y métodos: Se realizd un estudio experimental para evaluar la susceptibilidad
antimicrobiana y la concentracion minima inhibitoria (CMI) de 20 aislamientos clinicos de N
dimidiatum que fueron depositados en la Micoteca de la Facultad de Microbiologia, Universidad de
Costa Rica, entre los afios 2009 y 2016. Para determinar la susceptibilidad in vitro se utilizé el
método de microdilucion en caldo, documento M38-A del Clinical Laboratory and Standards
Institute (CLSI). Se analizaron cuatro antiflngicos y las concentraciones finales probadas fueron:
0.13 - 64 pg/mL para amorolfina y terbinafina, 0.06 - 32 ug/mL para ciclopirox y 0.03 - 16 pg/mL
para itraconazol.

Resultados: La CMIsq y CMIgo para amorolfina fueron 0.50 y 0.75 pug/mL paraterbinafina 0.13y 0.13
ug/mL, para ciclopirox 1.00 y 1.50 ug/mL y paraitraconazol 0.75y 216.00 ug/mL, respectivamente.
Conclusiones: H tratamiento /n vitro més efectivo contra N dimidiatum fue la terbinafina y el
menos efectivo el itraconazol.

Palabras clave: Onicomicosis, Aeoscytalidium dimidiatum, itraconazol, terbinafina, ciclopirox,
amorolfina

Abstract

Introduction and aims: N dimidiatumis a dematiaceous fungus that causes different types of
infections in humans. One of these is the onychomycosis, which consists of nail infections caused
by fungi. In general, the frequency of N dimidiatum is low; but it is described as an infection that
responds poorly to the treatments available; to the extent that some authors considered it to be a
virtually incurable disease.

28



ISSN 22155201

Revista Médica de CostaRica

Vol. 86, Niim. 630 (2020): Juli o-Diciembre

http://www.revistamedicacr.com

Materials and methods: The /n vitro susceptibility of 20 clinical isolates of N dimidiatumwas
determined using the microdilution method M38-A, as described by the Clinical Laboratory and
Standards Institute (CLSI). The final concentrations were: 0.13 - 64 pg/mL for amorolfine and
terbinafine, 0.06 - 32 ug/mL for ciclopirox and 0.03 - 16 ug/mL for itraconazole.

Results: The minimal inhibitory concentration (MIC)so and MICy were 0.50 and 0.75 pg/mL for
amorolfine, 0.13 and 0.13 pg/mL for terbinafine, 1.00 and 1.50 pug/mL for ciclopirox and 0.75 and =

16.00 pg/mL for itraconazole, respectively.

Conclusions: The most effective treatment, /n vitro, against N dimidiatumwas terbinafine and the

least effectiveitraconazole.

Keywords: Onychomycosis, Aeoscytalidium dimidiatum, itraconazole, terbinafine, ciclopirox,

amorolfine.

Introduccion

Neoscytalidium dimidiatum es un hongo endémico de
areastropicales y subtropicales,como Africa, Américadel
Sur, América Central y Asia.? Por lo general, causa
infecciones cutaneas y raramente se asociaainfecciones
invasivas.® Las infecciones de localizacion cutanea
presentan manifestaciones clinicas muy similares a las
producidas por los dermatofitos; este hongoinvade, por lo
general, las unas de los pies, los espacios interdigitales y
las plantas (aproximadamente el 90% de los casos) y, con
menor frecuencia, las palmas y las ufias de las manos.*

La afeccion de las ufias de los pies es predominantemente
de tipo subungueal distal y lateral. Ademas, puede cursar
con onicalisis y en ocasiones puede haber distrofia total.
Casi siempre estas lesiones estan asociadas a lesiones
interdigitales o plantares. En las plantas de los pies se
observa descamacion, hiperqueratosis 0 ambas y en los
espacios interdigitales de los dedos de los pies
descamacion.' Las lesiones son muy similares a la tifia
pedis, en particular la forma “en mocasin” producida por
Trichophyton rubrum'* Por otro lado, las infecciones en
las manos se presentan en un 9 % de los casos,
principalmente las palmas, con lesion unilateral de tipo
descamativo en la mayoria de los casos; la
hiperqueratosis es menos frecuente. La infeccion conjunta
de pies y manos se reporta encasiel 8 % de los pacientes.
Los cambios en las ufias de las manos sonidénticos alos
de las unas de los pies, pero puede cursar con
melanoniquia.' A diferencia de otros hongos ambientales,
N dimidiatum no requiere que la ufia esté dafada para
comenzar lainfeccion, ya que posee queratinasas.®

En Costa Rica, N dimidiatum ha sido reportado como
causante de onicomicosis de dificil tratamiento. En un
estudio realizado sobre agentes etioldgicos de
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onicomicosis de muestras procesadas en la Seccion de
Micologia Médica de la Facultad de Microbiologia de la
Universidad de Costa Rica, entre los afhos 2007y el 2010, se
reportd la presencia de M dimidiatum como agente
causante de onicomicosis enun2.8% (n=4) de las uhas de
pies y en 4.8 % (n=1) de las ufias de manos.” Apesar de no
ser de los principales agentes etioldgicos, su dificil
abordaje terapéutico requiere de su adecuada
identificacion.® Por lo tanto, este estudio tiene como
objetivo el analizar la actividad antifungica de la
amorolfina, ciclopirox, itraconazol y terbinafina contra
aislamientos clinicos de A dimidiatum obtenidos de
onicomicosis.

Materiales y métodos

Aislamientos de N dimidiatum Se analizaron 20
aislamientos de A dimidiatum provenientes de pacientes
con onicomicosis, depositados en la Micoteca de la
Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica
entre los anos 2009 y 2016. Estos aislamientos se
mantuvieron en agar papa dextrosa (APD) a temperatura
ambiente (20 - 30°C). Como controles para los estudios de
susceptibilidad se utilizaron cepas de la American Type
Culture Collectionde Candida krusei ATCC 6258y Candida
parapsilosis ATCC 22019. Se utilizaron estas cepas ya que
poseen una concentracion minima inhibitoria (CMI)
conocida, y, por lotanto, se garantice que la concentracion
de antifiingico que hay en cada pocillosea lacorrecta.’

Pruebas de susceptibilidad /n vitro a los antifungicos: La
CMI se determind segun el “Método de Microdilucion en
Caldo del documento M38-A para hongos filamentosos”
del Clinical Laboratory and Standard Institute (CLSI)."® Las
concentraciones finales para los antifingicos fueron: 0.13
- 64 pg/mL para amorolfina y terbinafina (Royal Pharm,
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Hangzhou, China), 0.06 - 32 pg/mL para ciclopirox (Royal
Pharm, Hangzhou, China) y 0.03 - 16 pg/mL para
itraconazol (Royal Pharm, Hangzhou, China). Para la
preparacion del indculo de los aislamientos N dimidiatum
se partio de un subcultivo en APD de siete dias incubado a
temperatura ambiente (20 - 30 °C). Se realizd una
suspension de artrosporas en solucion salina estéril 0.85
%. La concentracion de artrosporas se determind
utilizando una camara Birker (Poly-Optik GmbH,
Blankenburg, Alemania) y se estandarizd a (1-5) x 10
artrosporas/mL Posteriormente, se realizo una dilucion
1/50 en RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)
(Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) (concentracion
2 x 10% -1 x 10°artrosporas/mL). Para la preparacion del
indculo de las cepas control se hizo una suspension de
levaduras ajustada a una densidad optica 0.5 McFarland,
ensolucionsalina estéril 0.85 %. Las cepas utilizadas para
preparar el indculo fueron subcultivadas 24 horas antes
de su uso, en medio Sabouraud glucosado. Se obtuvo una
suspension de (1-5) x 10¢ blastosporas/mL Finalmente, se
realizd una dilucion 1:1000 con RPMI (concentracion (1-5) x
10° UFC/mL). Esta dltima dilucion se inoculd en las placas
de antifingico preparadas previamente. La concentracion
final de levaduras obtenida enlas placas fue de (0.5-2.5) x
10° blastosporas/mL La lectura se realizd mediante
espectrofotometria a 450 nm utilizando el equipo Synergy
HT (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, Estados Unidos).
Para N. dimidiatum|a CMI fue la concentracion mas baja
que produjo una inhibicion del 80 % del crecimiento, al
compararla contra el control de crecimiento y para los
controles levaduriformes, la CMI fue la concentracion mas
baja que produjo lainhibicion del 50 % de crecimiento.

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se
utilizo el programa SPSS para Windows, version 20 (SPSS
Inc., Chicago, ILL, EEUU). Se calculd la media geométricayel
rango de las CMIs, asi como la CMIsoy la CMIs (percentiles
50y 90) para cada antifungico probado. También se realizo
un andlisis de varianza (ANOVA) con el fin de comparar los
valores de las CMIs entre los antifungicos, junto con un
analisis de Tukey.

Resultados

Se analizaron 20 aislamientos de A dimidiatum
provenientes de pacientes cononicomicosis. Enel Cuadro
TyenlaFiguralse muestra la distribucion de las CMIs de
los aislamientos estudiados. Los antifingicos que se
probaron fueron amorolfina, ciclopirox, itraconazol y
terbinafina. Se encontré que la terbinafina presento la
mayor actividad antifingica (menor CMI) ya que el 85.0 %
(n=17) de los aislamientos analizados tuvieron CMIs de
0.13 pg/mL, seguido por la amorolfina con CMIs < 0.50
ug/mL en el 80.0 % (n = 16) de los aislamientos. El
itraconazol fue el tratamiento que presento la menor
actividad antifungica ya que el 50.0% (r7=10) de los hongos
fueron catalogados como resistentes a este tratamiento
(laresistencia al itraconazol esta descrita como una CMI >
1.00 pug/ml).

Tabla 1. Patrones de susceptibilidad /n vitrode aislamientos clinicos de
Neoscylalidumdmidatum(n=20) provenientes de onicomicosis

Antifingico | 7 CMI* (ng/mL) 7
Promedio Rango CMIs5
e | |
Amorolfina | 0.43(x0.26) 013-1.00 050 0.75
Ciclopirox 116 (+ 0.46) 0.75-3.00 1.00 150
Itraconazol | 6.76 (+7.55) 0.25-=16.00 0.75 >16.00
Terbinafina 015 (£ 0.04) 013-0.25 013 013

*CMI: Concentracion minimainhibitoria
**NA: No aplica

Ademds, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las CMIs de los antifungicos (F=12.917;
gl = 3; p < 0.0001). Bl andlisis Post hoc Tukey agrupo a los
tratamientos en dos: en el primer grupo se encuentran la
terbinafina, la amorolfina y el ciclopirox y en el segundo
grupo el itraconazol, ya que inclusive el 40.0 % de los
aislamientos presentaron CMIs mayores a16 ug/mL
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Figura 1 Distribucién de susceptibilidad /invitrode los aislamientos
clinicos de Neoscytalidium dimidiatum (n = 20)

Discusion

En el presente estudio, se analizaron los patrones de
susceptibilidad /in wvitro a dos tratamientos topicos
(@morolfina y ciclopirox) y dos orales (itraconazol y
terbinafina) de aislamientos de M. dimidiatumobtenidos de
onicomicosis, porque se considera que es un hongo de
dificil tratamiento." Los resultados obtenidos mostraron
que la amorolfina tiene una CMI baja (0.43ug/mL), lo cual
es comparable con los resultados reportados en otros
estudios.'>"® Sinembargo, al no existir puntos de corte para
las morfolinas, no se puede definir siel hongo es sensible
o resistente a este medicamento, pero se puede concluir
que presenta valores bajos de CMIs /in vitro lo que
concuerda conreportes de buena respuesta terapéutica in
vivo. En un estudio llevado a cabo en Tailandia con 53
pacientes, empleando amorolfina al 5% en presentacion
de laca, los investigadores reportaron un 90 % de cura
micoldgica (examendirectoy cultivos negativos) yun 50 %
de cura clinica." Con esta informacion se puede afirmar
que la amorolfina representa un antimicético prometedor
para el tratamiento de las onicomicosis causadas por A/
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dimidiatum ya sea como monoterapia o en terapias
combinadas con queratoliticos como la urea topica.

Por otro lado, el ciclopiroxmostro CMIs entre 0.75 ug/mLy
300 pg/mL lo cual es ligeramente mayor a las
presentados en el estudio de Gupta y Kohli en el 2003, sin
embargo, siguen siendo valores relativamente bajos, por
lo que se puede afirmar que este antiflngico posee una
moderada actividad antifungica. Es importante destacar
que el mecanismo de accion de este antifingico depende
de la quelacion de metales pesados; por lo tanto, Gupta'y
Kohli consideran que la composiciony el pHde los medios
de cultivo utilizados durante las pruebas de
susceptibilidad podrian afectar su actividad,” dando
variaciones en las CMI de las cepas estudiadas; locual es
importante considerar al comparar los resultados
obtenidos conlos encontrados enlaliteratura.

Entre los antimicéticos de uso sistémico, el itraconazol
presento la menor actividad contra A dimidliatum conuna
CMI media de 6.76 pg/mL Los resultados obtenidos
coinciden con estudios realizados por otros autores, enlos
cuales las CMItienenvalores de hasta = 64.00 ug/mL"-?1¢
18 Apesar de que este compuesto tiene buena capacidad de
penetracion de la ufia, se fija a la queratina
adecuadamente y alcanza altos valores en los distintos
sitios de accion, no es uno de los tratamientos de eleccion
para las onicomicosis debido a la alta resistencia /in vitro
de este y otros azoles como el fluconazol.”? Se ha
observado que el itraconazol presenta porcentajes de
cura bajos contra onicomicosis causadas por
dermatofitos, ademas, el tratamiento es de mayor
duracion y la dosis requerida es mayor, sumadoaestoes
importante considerar que es unantifiingico condiversos
efectos adversos y presenta muchas interacciones con
otros medicamentos, por lo cual suele ser contraindicado
para personas mayores, que coincidentemente, es la
poblacion de mayor prevalencia para esta patologia.” 2
Por otro lado, la terbinafina presento la mayor actividad
antifingica contra A, dimidiatum con una CMI media de
0.15 pg/mL, lo cual se considera un valor bajo. Estos
valores son bastante similares a los encontrados en la
literatura, donde las CMIs rondan entre los 0.06 ug/mLy
los 4.00 ug/mL"-31524 Apesar de tener lamayor actividad
/n vitro frente a los hongos filamentosos no dermatofitos,
en comparacion a otros antifungicos estudiados como
fluconazol, itraconazol y griseofulvina,? se ha reportado
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que esta no se correlaciona con su actividad /n vive, que
suele ser poco efectiva tanto para este grupo comopara el
tratamiento de las infecciones superficiales por
Neoscytalidiumsp. Por ende, los resultadosde las pruebas
de susceptibilidad no necesariamente aportan un buen
valor predictivo a nivel clinico."#?% A pesar de esto, la
terbinafina se considera un antimicético seguro debido a
que presenta menor interaccion conotros medicamentos,
una menor cantidad de efectos adversos,? tiene una buena
penetracion de la ufa, buena persistencia en zonas
distales de esta y logra alcanzar las concentraciones
inhibitorias efectivas.”

Finalmente, se concluye que el tratamiento con la mayor
efectividad /n vitrocontra N, dimidiatumfue |a terbinafina
y el tratamiento con la menor efectividad /n vitro fue el
itraconazol. Ademas, es de granimportancia actualizar los
estudios epidemiologicos con el fin de monitorear el
comportamiento de las cepas presentes en la region, asi
como obtener datos estadisticos que puedan servir de
respaldo para el personal médico a la hora de decidir el
abordaje terapéutico de las infecciones causadas por este
agente.
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