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RESUMEN

Se ha estudiado el perfil de actividad antifungica in vitro
de amorolfina (AMR), bifonazol (BFZ), clotrimazol (CLZ), eco-
nazol (ECZ), fluconazol (FNZ), itraconazol (ITZ), ketoconazol
(KTZ), miconazol (MNZ), oxiconazol (0XZ), tioconazol (TCZ) y
terbinafina (TRB) frente a 26 aislamientos clinicos de Scopula-
riopsis brevicaulis obtenidos de muestras clinicas de pacientes
con onicomicosis, por medio de un método estandarizado de
microdilucion. A pesar de que este hongo filamentoso ha sido
descrito como resistente frente a un amplio espectro de an-
tifungicos, los datos obtenidos muestran una mejor actividad
fungistatica in vitro de AMR, OXZ y TRB (0,08; 0,3 y 0,35 mg/L,
respectivamente) en comparacion con la de CLZ (0,47 mg/L),
ECZ (1,48 mg/L), MNZ (1,56 mg/L, BFZ (2,8 mg/L), TCZ (3,33
mg/L), KTZ (3,73 mg/L). FNZ (178,47 mg/L) e ITZ (4,7 mg/L) mos-
traron una reducida actividad antifungica in vitro. Las CMls ob-
tenidas muestran la reducida sensibilidad in vitro en general de
S. brevicaulis a los antifungicos utilizados y que son de posible
uso para el tratamiento de las onicomicosis con la excepcion de
AMR, OXZ y TRB.

PALABRAS CLAVE: Scopulariopsis brevicaulis, sensibilidad antifiingica,
onicomicosis

In vitro antifungal susceptibility profile
of Scopulariopsis brevicaulis isolated from
onychomycosis

ABSTRACT

We studied the in vitro antifungal activity profile of am-
orolfine (AMR), bifonazole (BFZ), clotrimazole (CLZ), econazole
(ECZ), fluconazole (FNZ), itraconazole (ITZ), ketoconazole (KTZ),
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miconazole (MNZ), oxiconazole (0XZ), tioconazole (TCZ) and
terbinafine (TRB) against 26 clinical isolates of Scopulariop-
sis brevicaulis from patients with onychomycosis by means of
an standardized microdilution method. Although this oppor-
tunistic filamentous fungi was reported as resistant to sever-
al broad-spectrum antifungals agents, obtained data shows a
better fungistatic in vitro activity of AMR, OXZ and TRB (0.08,
0.3, and 0.35 mg/L, respectively) in comparison to that of CLZ
(0.47 mg/L), ECZ (1.48 mg/L), MNZ (1.56 mg/L, BFZ (2.8 mg]L),
TCZ (3.33 mg/L), KTZ (3.73 mg/L). FNZ (178.47 mg/L) and ITZ
(4.7 mg/L) showed a reduced in vitro antifungal activity against
S. brevicaulis. Obtained MICs show the low in vitro antifungal
susceptibility of S. brevicaulis to topical drugs for onychomy-
cosis management, with exceptions (AMR, 0ZX and TRB).

KEY WORDS: Scopulariopsis brevicaulis, antifungal susceptibility,
onicomicosis.

INTRODUCCION

Scopulariopsis brevicaulis es un hongo filamentoso capaz
de utilizar la queratina y de sobrevivir de forma experimental
en condiciones extremas durante largos periodos de tiempo'2
Debido a su capacidad queratinolitica, también se comporta
como patoégeno oportunista y puede ser aislado como agen-
te etiologico de infecciones del estrato corneo, mas frecuen-
temente en casos de onicomicosis®*®. S. brevicaulis también
esta considerado como patogeno secundario en onicomicosis
causadas por otros agentes y en ufas que han sufrido diver-
sos tipos de traumatismos previos, en los que aparece con
una frecuencia entre el 1y el 11,5%'". Las infecciones por
S. brevicaulis se caracterizan por presentar una elevada tasa
de fracaso terapéutico’™". Las causas pueden deberse a una
combinacion de factores relacionados con el tratamiento, co-
mo ser, la utilizacion de un antifungico con poca o nula activi-
dad frente al patogeno, la via de administracion inadecuada y
la mala distribucion o penetracion del farmaco en la ufia. Pero
también es importante considerar el incumplimiento por parte
del paciente frente a terapias de larga duracion carentes de
efectos manifiestamente visibles a corto plazo'™'®. Se estima
que la tasa de cumplimiento de los tratamientos de onicomi-
cosis es aproximadamente del 51%"°.
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Teniendo en cuenta que los hongos filamentosos no der-
matofitos tienen patrones de sensibilidad in vitro diferentes a
los hongos dermatofitos y que algunos antifungicos no pre-
sentan actividad frente muchos de los éstos hongos produc-
tores de onicomicosis, la identificacion del agente etiologico vy
el conocimiento del perfil de sensibilidad antifungica in vitro
resulta importante para establecer una estrategia terapéutica
que pueda resultar efectiva.

El objetivo de este trabajo ha sido determinar el perfil de
sensibilidad in vitro de aislamientos de S. brevicaulis obtenidos
de pacientes con onicomicosis, frente a 11 antifungicos de uso
clinico frecuente en este tipo de infeccion.

MATERIAL Y METODOS

La actividad antifungica in vitro de amorolfina (AMR),
bifonazol (BFZ), clotrimazol (CLZ), econazol (ECZ), fluconazol
(FNZ), itraconazol (ITZ), ketoconazol (KTZ), miconazol (MNZ),
oxiconazol (0XZ), tioconazol (TCZ) y terbinafina (TRB) fue de-
terminada frente a 26 aislamientos de S. brevicaulis obtenidos
de pacientes con onicomicosis.

Para la valoracion se utilizo el método de microdilucion en
caldo basado en los protocolos estandarizados por el Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI) para hongos filamento-
sos, aplicando algunas modificaciones™. Se utilizo RPMI 1640
como medio base de cultivo con L-glutamina y tamponado a
pH 7 con MOPS (Sigma Aldrich Quimica). Los indculos fueron
preparados en solucion de Tween 20 al 1% (Sigma-Aldrich Qui-
mica) a partir de cultivos puros en Agar Patata Glucosado e
incubados hasta 5 dias a 35°C. Tras dilucion en el medio de
cultivo, el tamano final del indculo alcanzado fue de 0,4-5 x
10* UFC/mL. Las diluciones de los antifungicos se prepararon
a partir de drogas puras (Sigma Aldrich Quimica) y el rango
de concentraciones utilizado fue de 0,25-256 mg/L para FNZ y
de 0,015-16 mg/L para el resto de los antifungicos ampliando
los rangos de concentracion especificados por el documento
M38-A2'%. Las placas se incubaron a 35°C con lecturas perio-
dicas a los 2 dias, ampliandose éstas en caso de no detectarse
crecimiento valorable a los 3 y 5 dias. Las CMI se establecie-
ron por comparacion con los pocillos control de crecimiento,
correspondiendo a las que produjeron el 50% de la inhibicion
respecto a éstos para FNZy KTZ; el 100% para ITZ. Para el resto
de sustancias se aplico el mismo criterio que figura en el do-
cumento M38-A2 para TRB que es el del 80% de la inhibicion
respecto de los pocillos control de crecimiento.

En el ensayo se incluyeron las cepas de referencia Aspergi-
llus fumigatus NCPF 7100 y Aspergillus fumigatus NCPF 7099.
Para cada antifungico se calculd la media geométrica de las
CMIs, a fin de comparar la actividad de los mismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestran las medias geométricas de las
CMI obtenidas frente a los 26 aislamientos clinicos de S. bre-
vicaulis y que fueron tomadas a los 3 y 5 dias de incubacion

debido a que a las 48 h no se observo crecimiento valorable en
los pocillos control de crecimiento. Se observo la reduccion de
la actividad antifungica in vitro de todas las sustancias ensaya-
das al incrementar el tiempo de incubacion.

TRB es un antifungico de uso oral ampliamente utiliza-
do para el tratamiento de la onicomicosis por dermatofitos vy
hongos filamentosos no dermatofitos, incluso en terapia com-
binada®. En este estudio TRB present6 una elevada actividad
antifungica in vitro. Los derivados triazolicos ITZ y FNZ, por el
contrario, mostraron las CMIs mas elevadas, en especial FNZ,
que fue el antifungico menos activo in vitro de todos los en-
sayados. Los hongos filamentosos son, en general, resistentes
a FNZ con valores CMI 264 mg/L y >8 mg/L para ITZ*. CMI
superiores a esos puntos de corte estan asociados a resistencias
clinicas y fallos terapéuticos en el caso de infecciones disemi-
nadas graves causadas por hongos filamentosos no dermato-
fitos aunque no existe tal asociacion en el caso de la onicomi-
cosis'. Los valores obtenidos en el estudio fueron en todos los
casos superiores a esos valores para FNZ e ITZ. En este caso,
Unicamente un Unico aislamiento mostré una CMI que estaria
dentro del rango considerado como sensible. La reducida acti-
vidad antifungica in vitro obtenida con los derivados triazolicos
coincide con la bibliografia, incluso al emplear otros métodos
de estudio de sensibilidad in vitro, en los que se describe un 80-
9509 de aislamientos resistentes a FNZ, ITZ, VRZ, KTZ y MNZ?2-%¢,

Los valores de CMI para ITZ y TRB obtenidos en este estudio son
inferiores a los publicados por Cuenca-Estrella (ITZ 8 mg/Ly TRB 14,4
mg/L)?’. Al comparar nuestros resultados con otros estudios es im-
portante considerar el mayor numero de cepas estudiadas y las dife-
rencias metodologicas que pueden llegar a suponen una influencia
significativa en las CMI de algunos antifungicos??. A diferencia de
estos autores, nosotros utilizamos el medio de cultivo sin el suple-
mento del 2% de glucosa y adaptandolo al de referencia del CLSI
M38-A2 usado para la valoracion con hongos filamentosos'™.

Tabla 1 Actividad antiftingica in vitro (medias
geométricas de las CMI) frente a
S. brevicaulis (n=26).
CMI (mg/L)
Antifingico
3d 5d
Amorolfina 0,08 0,47
Bifonazol 28 4,15
Clotrimazol 0,47 1,35
Econazol 1,48 3,56
Fluconazol 178,47 211,92
Itraconazol 47 43
Ketoconazol 3,73 4,51
Miconazol 1,56 4,64
Oxiconazol 0.3 038
Tioconazol 83 438
Terbinafina 0,35 1

CMI= concentracion minima inhibitoria
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AMR fue el antifungico con mayor actividad in vitro en este
estudio. Esta podria ser una buena eleccion para el tratamiento
topico de las infecciones producidas por S. brevicaulis. Los imida-
zoles también tienen un amplio uso como antifungicos de admi-
nistracion topica. CLZ y OXZ fueron los mas activos fueron y BFZ,
ECZ, MNZ, KTZ y TCZ los menos activos. Algunos estudios ponen
de manifiesto la reducida actividad antifungica in vitro de los
antifungicos imidazdlicos como CLZ, BFZ, TCZ y también de TRB
aunque se utilice una metodologia diferente22/-30,

Las CMI obtenidas muestran la reducida sensibilidad in vi-
tro en general de S. brevicaulis a los antifungicos utilizados y
que son de posible uso para el tratamiento de las onicomicosis.
TRB como antifungico de administracion oral y AMR de apli-
cacion topica, mostraron la mejor actividad fungicida in vitro,
superior a ITZ, KTZ, MNZ y TCZ, siendo FNZ el antifungico me-
nos activo para todos los aislados ensayados. No obstante los
valores obtenidos para algunas sustancias pueden ser inferiores
a las concentraciones que se alcanzan tras la administracion
oral o topica de algunos de ellos de forma individual o en com-
binacion con otros antifungicos.

A la vista de los datos obtenidos en este estudio, S. brevi-
caulis presenta una sensibilidad in vitro a los antiflngicos que
depende de la sustancia evaluada. Esta, ademas, presenta dife-
rencias con respecto al perfil de sensibilidad que caracteriza otras
especies de hongos involucradas en este tipo de infeccion. AMR.
TRBy OXZ parecen tener una mayor actividad antifungica in vitro
que el resto de sustancias ensayadas. No obstante, el documento
M38-A2 especifica que las CMI que la mayoria de hongos der-
matofitos, grupo que no incluye a Scopulariopsis spp., presentan
para la TRB es inferior o igual a 0,25 mg/L a excepcion de algu-
nos T. rubrum sin que exista correlacion de éstos valores con la
curacion clinica. Por ello, es imprescindible realizar una correcta
identificacion del agente etiologico en la onicomicosis, previa al
inicio del tratamiento, para seleccionar el antifungico mas ade-
cuado a la vista también de distintos parametros farmacoldgicos
como son los valores de capacidad de penetracion, acumulacion
y tiempo de permanencia en la ufa'™*'-*, En el caso de la TRB
se alcanzan valores de biodisponibilidad del 70% al 80% alcan-
zando valores terapéuticos en estrato corneo de la piel asi como
ufasy pelo rapidamente en donde se mantiene durante periodo
de tiempo prolongados®™ Estos datos farmacocinéticos permi-
ten abordar el tratamiento de esta infeccion mediante terapia
combinada, muy util en el caso de la TRB con otros antifungicos
para el tratamiento de infecciones no dermatofiticas por hongos
resistentes o mixtas'#323,
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