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RESUMEN

El incremento de infecciones fungicas y la aparicién de cepas con resistencia a
los antimicéticos han hecho necesario el desarrollo de métodos para la
determinacion de la susceptibilidad antifingica, entre los cuales, la dilucion es
considerado como el método estandar de oro para la determinacion
concentracion minima inhibitoria (CMI), por esta razén es importante que este
método se lleve a cabo de manera fiable ya que constituye el punto critico para

la eleccién de una terapia apropiada.

El presente trabajo plante6 estandarizar el método de dilucion en caldo para la
determinaciéon de susceptibilidad antifangica in vitro de Trichophyton
mentagrophytes y Trichophyton rubrum frente a diferentes antifingicos tales
como fluconazol, voriconazol, e itraconazol. El trabajo experimental orientado a
reproducir el método de susceptibilidad antifingica descrito en la guia M61 de
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Los dermatofitos
Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes fueron proporcionados por
el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad de Cuenca (LMC-FQ).

Como resultado de este trabajo experimental se presenta una metodologia para
el desarrollo de ensayos antifingicos in vitro en las condiciones de trabajo
estandar de un laboratorio de investigacion descritas en la guia M61 de la CLSI.
Esta técnica permitira desarrollar pautas para estudios posteriores que evallen
la susceptibilidad de cepas clinicas a antifungicos disponibles para el tratamiento
de las dermatofitosis. Ademas, se plantea como base para estudios posteriores

enfocados en el desarrollo de nuevos antifungicos de origen natural o sintéticas.

Palabras clave: Microdilucién.  Trichophyton rubrum.  Trichophyton

mentagrophytes.
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ABSTRACT

The increase in fungal infections and the appearance of new strains with
antifungal resistance have made it necessary to develop methods for the
determination of antifungal susceptibility, among the dilution is considered as the
gold standard method for determination minimum inhibitory concentration (MIC),
for this reason it is important that this method is carried out in a reliable way since

it is the critical point for the choice of an appropriate therapy.

The present work proposed to standardize the broth dilution method for the
determination of in vitro antifungal susceptibility of Trichophyton mentagrophytes
and Trichophyton rubrum against different antifungals such as fluconazole,
voriconazole, and itraconazole. The experimental work aimed at reproducing the
antifungal susceptibility method described in the M61 of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). The dermatophytes Trichophyton rubrum
and Trichophyton mentagrophytes were provided by the Microbiology Laboratory
of the Chemical Sciences Faculty of the University of Cuenca (LMC-FQ).

As a result of this experimental work, a methodology for the development of in
vitro antifungal assays in the standard working conditions of a research laboratory
described in the M61 guide of the CLSI is presented. This technique will allow the
development of guidelines for subsequent studies that evaluate the susceptibility
of clinical strains to antifungals available for the treatment of dermatophytosis. It
is also considered as the basis for further studies focused on the development of

new antifungals of natural or synthetic origin.

Keywords: Microdilution. Trichophyton rubrum. Trichophyton mentagrophytes.
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Las dermatofitosis son una de las infecciones cutdneas mas frecuentes en los
humanos, afectan a un 20-25 % de la poblacion mundial y segun Havlickova et
al. (2008) su incidencia esta constantemente en incremento. A nivel de
Latinoamérica, México es uno de los paises con mayor frecuencia de
dermatofitosis, ya que entre un 70-80% de la poblacion padecen de esta
enfermedad (Arenas, 2002), en Peru, la frecuencia es de un 40% (Bejar et al.,
2014). En Ecuador existen escasos reportes sobre la frecuencia de infecciones
fungicas sin embargo segun Zurita 2017 afirma que el 61% de la poblacion tiene
el riesgo de contraer una infeccion por hongos (Zurita, Denning, Paz-Y-Mifio,
Solis, & Arias, 2017).

Los dermatofitos se clasifican segun los géneros anamorfos (reproduccion
asexuada) Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton (Carrillo-Mufioz, Tur-
Tur, Cardenes, Rojas, & Giusiano, 2013), las cuales se caracterizan por tener
patrones de distribucion extendidos y por ser abundantes tanto en ambientes
naturales como en los domésticos, en donde es frecuente encontrarlos como
parasitos de humanos causando dermatofitosis conocidas como tifias (Sanchez,
Matos, & Kumakawa, 2009; The Center for Food Security & Public Health &

Institute for international Cooperation in animal biologics, 2005).

Los pacientes afectados por dermatofitosis suelen tener recidivas frecuentes,
probablemente por una condicibn genética particular relacionada con su
inmunidad y/o por condiciones ambientales favorables al desarrollo de
dermatofitosis. Esta enfermedad se presenta como recurrente e inclusive puede
llegar a ser cronica si no se trata adecuadamente (Walter Gubelin, Rodrigo de la
Parra, & Laura Giesen, 2011).

El manejo terapéutico de las dermatofitosis se basa en el uso de antifungicos
topicos y sistémicos. Usualmente el tratamiento antimicético suele ser
prolongado y muchas veces inefectivo relacionado a fallas en el diagnéstico
micoldgico, incorrecta eleccion de un tratamiento antifingico y a la aparicion de
cepas resistentes que inciden en la recurrencia de la infeccion y aumenta el

riesgo de producirse efectos adversos potenciales de farmacos como el

Priscila Lissete Plaza Trujillo 13
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adelgazamiento de la piel, estrias y telangiectasias, asi como anafilaxis o

diseminacién de la infeccion (Arenas Guzman, 2014; Sandoval et al., 2012).

Debido a la variedad de opciones para el tratamiento de infecciones fungicas y
a la aparicion de cepas con resistencia hacia alguno de los tratamientos
antimicéticos, es necesario el desarrollo de otras alternativas terapéuticas
antimicéticas y la necesidad de evaluar su efectividad, sin embargo existe
dificultad en realizar ensayos clinicos con resultados reproducibles debido al
pleomorfismo de las cepas es por esto que se busca estandarizar el método de
dilucion en caldo para determinar la susceptibilidad antifangica in vitro y
establecer la concentracién minima inhibitoria (CMI) con cepas de dermatofitos
aisladas de la region para optimizar la terapia antifungica (Tapia P, 2009; Zapata
& Cardona, 2012).

Mediante este proyecto de investigacion se planea estandarizar el método de
referencia para pruebas de susceptibilidad antifungica por dilucién en caldo,
descrita en la CLSI-M38 y CLSI-M61, cuya finalidad del ensayo sera servir como
antecedente para realizar estudios posteriores epidemioldgicos que incluyan
susceptibilidad a farmacos, determinacion de la resistencia de las cepas de
dermatofitos aisladas de la region y estudios de comparacion de actividad in vitro

de nuevos agentes antifungicos.

Priscila Lissete Plaza Trujillo 14
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Estandarizar el método de dilucién en caldo para la determinacion de
susceptibilidad antifangica in vitro descrito en las guias CLSI M38 y M61
para los dermatofitos Trichophyton rubrum y  Trichophyton
mentagrophytes aislados de muestras clinicas del cepario de Micologia
del Laboratorio de Microbiologia Clinica de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad de Cuenca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar viabilidad de recoleccion de esporas de Trichophyton rubrum y
Trichophyton mentagrophytes.

Estandarizar prueba de susceptibilidad antifangica por dilucién en caldo
para Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes.

Establecer la CMI de Trichophyton mentagrophytes para itraconazol y

voriconazol y de Trichophyton rubrum para fluconazol y voriconazol.

HIPOTESIS

El método de dilucién en caldo es una estrategia adecuada para la determinacion

de susceptibilidad antifangica in vitro de Trichophyton mentagrophytes y

Trichophyton rubrum aislados de muestras clinicas, obteniendo resultados

dentro de los Rangos establecidos en la CLSI-M61.

Priscila Lissete Plaza Trujillo 15
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
1.1 DERMATOFITOS

Los dermatofitos son hongos filamentosos que afectan a la epidermis y faneras,
invadiendo capas queratinizadas de piel, pelo y ufias, produciendo lesiones
cuyas manifestaciones clinicas son muy variadas y se las conoce como
dermatofitosis o tifias (Cruz, 2014; Rodriguez & Gamir, 2015).

Emmons, en 1934, clasific6 a los dermatofitos en tres géneros anamorfos o
asexuales: Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton. Los teleomorfos de
los dermatofitos se clasifican en un género, Arthroderma (Emmons, 1934; Luna
V., Diaz V., & Baca D., 2017; Molina de Diego, 2011).

De acuerdo a su habitat primario y al hospedero que parasitan, se los clasifica
en antropofilicos aquellos que parasitan el tejido humano como por ejemplo T.
rubrum T. mentagrophytes y T. tonsurans; zoofilicos cuyos hospederos son aves
y mamiferos principalmente como M. canis y T. equinum y geofilicos que habitan
en el suelo como M. gypseum, M. fulvum y T. terrestre (De la Calle Rodriguez et
al. 2012; Castro 2015).

En cuanto a su estructura los hongos dermatofitos son microorganismos
eucariotas que poseen una membrana nuclear discreta y paredes celulares
rigidas formadas por quitina, glucano y nano-proteinas; ademas, la membrana
citoplasmatica contiene esteroles, principalmente ergosterol, que constituye el
blanco de accion de algunos farmacos antimicéticos (Salazar, Sanchez, &
Arteaga, 2014).

La morfologia de los dermatofitos influye directamente en los mecanismos de
invasibn de la piel, ya que las estructuras como los artroconidios,
clamidoconidios tienen la capacidad de adherirse a la superficie de piel o faneras
por uniones tipo lectina (Bonifaz Trujillo, 2012). Las artroconidias despliegan
adhesinas fibrilares que se encargan de unir las estructuras fungicas con la

superficie de la piel permitiendo el anclaje del dermatofito a las células
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hospederas a las capas mas profundas de la piel e impiden que se desconecten

facilmente por agresiones externas como el rascado (Liang et al., 2016).

La invasién se produce mediante la excrecion de una bomba eflujo de sulfito que
degrada las proteinas de la queratina a pH neutro, una vez que se ha producido
la lisis de las proteinas se produce la liberacion de enzimas fungicas como la
subtilisinas y fungalisinas que digieren las proteinas y las transforman en

nutrientes para el hongo (Uribe & Cardona-Castro, 2013).

El desarrollo de las lesiones tras el contacto con los dermatofitos es de promedio
de 8 a 10 dias en el caso de la tifia de piel lampifia, 6 a 7 dias en tifia del cuero
cabelludo y en el caso de tifias de las ufias aparece como infeccion secundaria

a tinea pedis y tinea manuum (Bonifaz Trujillo, 2012).

De acuerdo con la zona anatdomica donde produce la infeccion se clasifica en
tifa del cuerpo, tifia del cuero cabelludo y tifia de las ufias (tabla 1). Las tifias
suelen ser localizadas y de bordes definidos, su clinica generalmente cursa con
eritema, escozor y descamacion (Arenas, 2011; Diaz Jarabran, Diaz Gonzalez,
Espinoza Rodriguez, & Carrillo Mufioz, 2015; Galvan-Martinez, Fernandez-

Martinez, Narro-Llorente, Moreno Coutifio, & Arenas, 2017).

Las dermatofitosis son prevalentes a nivel mundial y pueden presentar
manifestaciones clinicas muy variables que van a depender de multiples factores
como, por ejemplo: el tipo de agente etioldgico, las condiciones inmunolégicas
del sujeto y condiciones ambientales. Las especies del género Microsporum
afectan generalmente al pelo y piel, Epidermophyton afecta piel y ufias y
Trichophyton invade piel, cabello y ufias (Molina de Diego 2011; del Boz
Gonzalez 2011).

Los reportes de frecuencia de afecciones cutdneas a causa de dermatofitos varia
entre paises, aunque pertenezcan a una misma zona, sin embargo entre los
dermatofitos mas prevalentes a nivel mundial se encuentran T. rubrum y T.
mentagrophytes (Hernandez-Salazar, Carbajal-Pruneda, Fernandez Martinez, &
Arenas, 2007; Quifiones, Hasbun, & Gubelin, 2016; Rubio, Gil, & Ruesca, 1999).

Tabla 1. Clasificacion de dermatofitosis
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Clasificacién

Tiflas Tifla de la piel
del
cuerpo
Tifa inguinal
Tifia del pie y
de la mano
Tifa
Tifnas
no
del ) .
inflamatoria
cuero
cabellu
do
Tifa
inflamatoria
Tifa Favica
Tina Onicomicosis
de
ufas

Descripcion

Localizada en zonas
lampifias, se transmiten
directamente por ropa y/o
autoinfeccion

Parasita ingles periné y
region perianal. Transmitida
por prendas de vestir, y por
la predisposicion al tener
obesidad y/o diabetes.

Se presenta con eritema y
descamacion afecta la
planta de piel y/o palma de
la mano, zona interdigital.

Tricofitica o de puntos
negros: se presentan varias
placas, foliculo afectado

Microspérica 0 en gran
placa gris: Se presenta con
cabello quebradizo

Se presenta en forma de
placa inflamatoria
eritematosa, pustulas
foliculares

Tifa de tipo crénica en la
gue existen pustulas
foliculares, causa alopecia,
se transmite de persona a
persona

Se caracteriza por el
cambio de color y aspecto,
fragilidad.

agentes causales
T.

T.

M

T.

M

M

Principales

rubrum,
tonsurans,

. canis

rubrum

. rubrum,

. mentagrophytes,

. floccosum

. tonsurans,

. mentagrophytes

. canis

. canis,

. gypseum

. schoenleinii,

. violaceum

. rubrum

T. interdigitale

(Arenas, 2011; Bonifaz Trujillo, 2012; Galvan-Martinez et al., 2017)
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1.1.1 Trichophyton rubrum

Pertenece al género Trichophyton, es el dermatofito antropofilico que causa con
mayor frecuencia tifias del cuerpo y tifia de las uias. Se cultiva en los medios
habituales, como agar glucosado de Sabouraud (SDA), agar Mycosel, agar
Patata Dextrosa (PDA) y en muchos otros, como agar Littman Oxgall, agar
peptona 1%, medio de urea de Christensen o agar-Trichophyton (Bonifaz Truijillo,
2012).

1.1.1.1 Morfologia macroscopicay microscopicade T. rubrum

Se han descrito dos cepas diferentes de T. rubrum; la cepa aterciopelada
(downy) y la cepa granulosa. La mas comun, con micelio aéreo algodonoso,
blanco o beige, es la cepa aterciopelada con aspecto de “colas de conejo” puede
tener reverso rojizo a violeta e inclusive amarillo a marrén o simplemente carecer
de pigmento en Agar Sabouraud dextrosa (llustracion 1). La cepa granular se
caracteriza por colonias planas que carecen de micelio aéreo, y semejan polvo
de azlcar, tienen color blanquecino a beige y su reverso es similar a la de la

cepa aterciopelada de T. rubrum (Alicia Toro, Casanova, & Piontelli, 2006).

llustracion 1. Colonia Trichophyton rubrum en SDA 5 dias de crecimiento

Fuente: Cortesia Dra. Carmen Lucia Lépez C.

Microscopicamente T. rubrum (llustracién 2) se observan hifas largas, delgadas,

abundantes microconidias de piriformes a redondeadas de 3,0-5,5 x 2,0-3,5 um,
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sésiles pegados a la hifa formando racimos. Rara vez hay macroconidios multi
septadas, de pared delgada y lisa en forma de puro o cigarrillo, de tamafio
variable 40-55 x 6-7,5 um. Presentan clamidosporas intercalares e hifas en
raqueta (Bonifaz Truijillo, 2012; Peman, Martin-Mazuelos, & Calvo, 2001).

llustracién 2. Microscopia Trichophyton rubrum

Fuente: (Diaz Jarabran et al., 2015)

1.1.1.2 Pruebas diagnésticas para T. rubrum

El diagnostico diferencial se debe realizar fundamentalmente de T.
mentagrophytes; se utiliza la prueba de ureasa, que puede ser positiva solo en
la cepa granulosa, y la prueba de perforacion de pelo, que es negativa cuando
se trata de T. rubrum. También se puede distinguir por la produccién de pigmento

rojo en el agar dextrosa-maiz (Guzman & Roberto, 2013).

1.1.2 Complejo Trichophyton mentagrophytes

El complejo T. mentagrophytes pertenece a la familia Arthrodermataceae. Este
grupo de hongos hialinos comprende tres especies relacionadas Trichophyton.

erinacei, Trichophyton interdigitale y Trichophyton mentagrophytes.

T. mentagrophytes y T. interdigitale son los agentes etiol6gicos frecuentemente
aislados en dermatofitosis de piel y uila en humanos en especial tifia del pie
cronica y con menos frecuencia tifia del cuerpo y onicomicosis (Grosso,
Sanchez, & Abril, 2009; Nenoff, Herrmann, & Graser, 2007; Puig & Rull, 2009).
Estas especies pueden identificarse mediante la técnica convencionales, ya que
las caracteristicas macro y micro morfologicas de las colonias son altamente

pleomdrficas (Rustan, Mangeaud, & Consigli, 2015). T. mentagrophytes puede
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ser cultivado en SDA, agar Mycosel, PDA y agar-Trichophyton (Bonifaz Trujillo,
2012)

1.1.2.1 Morfologia macroscopicay microscopica de T. mentagrophytes

Las colonias suelen ser planas, de color blanco o crema, con textura
pulverulenta, granulosa o aterciopelada y al reverso se observa con pigmento
amarillento o café rosado a rojo café (llustracion 3). T. mentagrophytes puede
desarrollarse en SDA entre 6-7 dias a temperatura incubacion de 25-30°C
(Campos & Siqueira, 2015).

B

llustracion 3. Macroscopica Trichophyton mentagrophytes

Fuente: El autor

T. mentagrophytes microscopicamente se observan hifas hialinas, septadas y
ramificadas, abundantes microconidios esféricos o semiesféricos, los cuales se
producen solitariamente a lo largo de la hifa o en acimulos que semejan racimos
de uvas; esta disposicion, asi como la ramificacion de los conidiéforos en angulo
recto, es caracteristica. También pueden observarse clamidoconidios redondos,
hifas en espiral, en raqueta y cuerpos nodulares (llustracion 4). Los
macroconidios presentan una pared delgada, en clava y son multi septados
(Campos & Siqueira, 2015).
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llustracion 4. Microscopia T. mentagrophytes

Fuente: Cortesia Dra. Carmen Lucia Lépez C.

1.1.2.2 Pruebas diagndsticas para T. mentagrophytes

La hidrdlisis de la urea en 5 a 7 dias es variable. Todas las cepas presentan
perforacién de pelo positiva en aproximadamente 14 dias (llustracion 5) y
alcalinizan el medio purpura bromocresol-leche-glucosa en aproximadamente 7
dias. Mediante estas dos ultimas pruebas es posible diferenciarlo de T. rubrum,

otro agente causal de dermatofitosis (Nenoff et al., 2007).

llustracion 5. Organos perforadores T. mentagrophytes

Fuente: Cortesia Dra. Carmen Lucia Lépez C.

1.1.3 Cepas ATCC

Las cepas de Trichophyton rubrum derived from ATCC® 28188™* vy
Trichophyton interdigitale derived from ATCC® 9533™* (llustracién 6) difieren en
ciertas caracteristicas de crecimiento con respecto a la cepa original teniendo en
cuenta su menor tiempo de crecimiento que varia de 4 a 5 dias. Se utilizan cepas
ATCC para optimizar recursos y tiempo debido a su rapido crecimiento
(Rodriguez, Ferreira, Wainwright, & Braga, 2012).
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microdilucién deben tienen CMI que constantemente caen cerca de la media o
del Rango de concentracion probado para todos los agentes antifingicos como
se establece en la M61 (CLSI, 2017).

a) b)

llustracion 6. a) T. rubrum derived from ATCC® 28188 y b) T. interdigitale
derived from ATCC® 9533

Fuente: (ATTC, 2017)
1.2 TRATAMIENTO ANTIFUNGICOS

Las micosis causadas por el género Trichophyton tiene una extensa variedad
clinica y diferente manejo farmacologico dependiendo de la zona afectada.
Debido a que en su mayoria son infecciones cutaneas generalmente se inicia el
tratamiento topico y segun su evolucion y complejidad de la enfermedad se
puede emplear tratamiento oral y/o sistémico tal es el caso de la tifia de la cabeza
y tifia del cuerpo (Pereiro Ferreirds, Garcia-Martinez, & Alonso-Gonzélez, 2012).

Los medicamentos antifingicos topicos son mas utiles en infecciones localizadas
de la piel lampifia, pero menos utiles en infecciones del cuero cabelludo y las
ufias, en dermatofitosis cronicas, en infecciones extensas del tronco y en
infecciones de la capa cornea gruesa de las palmas de manos y las plantas de
pies. Por otra parte, los antifingicos topicos utilizados en el tratamiento de las
infecciones por dermatofitos son, a veces, menos efectivos en los individuos
inmunodeprimidos; sin embargo, no hay duda que agentes antifingicos topicos
son mucho menos propensos que los sistémicos para causar efectos adversos
(Ponton & Quindés, 2006).
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1.2.1 Fluconazol

Es un antimicotico del grupo de los azoles (triazol), es de primera eleccion para
micosis superficiales por su amplio espectro (llustracion 7). Su mecanismo de
accion se basa en alterar la permeabilidad de la membrana fungica al inhibir la
enzima lanosterol 14 alfa-desmetilasa, dependiente del citocromo P450, de esta
forma se impide la biosintesis del ergosterol y se produce la acumulacion de 14a
metilesteroles, esto afecta los sistemas enzimaticos de la membrana de las
células fungicas produciendo la inhibicion del crecimiento micético (Fica, 2004).

D

N—CH, CCH N/\\N‘
~N Fo\=N

|

llustracion 7. Estructura quimica Fluconazol

Fuente: (Brunton & L., 2012)

En las pruebas de susceptibilidad para fluconazol, los puntos finales
generalmente estdn menos bien definidos que para otros antifGngicos como
anfotericina B, al ser testados frente a dermatofitos se toma en cuenta una
reduccion del crecimiento del 80% o mas en comparacion con el crecimiento en
el pozo de control de esterilidad. Segun lo establecido en la guia CLSI-M61 el
Rango para fluconazol para dermatofitos es de 0.125 a 64 pg/mL (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2017)

1.2.2 Iltraconazol

Itraconazol es un derivado antifingico triazolico (llustracion 8) que actia
inhibiendo la biosintesis del ergosterol. Las ventajas del itraconazol es su rapidez
de union al citocromo P450 fungico, ademas de tener menor efecto en los
sistemas enzimaticos del citocromo P450 en mamiferos (De Beule & Van Gestel,
2001).
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Las pruebas de susceptibilidad in vitro (utilizando técnicas de dilucién en caldo)

indican que el itraconazol tiene un amplio espectro de actividad contra los
dermatofitos, levaduras y otros hongos filamentosos. Sin embargo, estos
resultados pueden no reflejar o predecir la eficacia in vivo, ya que las
correlaciones entre las pruebas in vitro y los resultados clinicos aun no se han

establecido completamente (Diaz Jarabran et al., 2015).

El Rango establecido para itraconazol frente a dermatofitos en la guia CLSI-M61
itraconazol es de 0.001 a 0.5 yg/mL, considerando que para le lectura de la CMI
se aprecia la turbidez de los pocillos donde existe inhibicion del crecimiento en
comparacion con el crecimiento en el pozo de control de esterilidad (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2017; Clinical Standards Laboratory Institute,
2017).

| ' -
C M

(j:

llustracion 8. Estructura quimica itraconazol

Fuente: (Singh, Zaman, & Gupta, 2007)

1.2.3 Voriconazol

Derivado triazolico fluorado, es un azol de segunda generacion, presenta tres
atomos de nitrogeno con de atomos de fluor, les confiere una mayor capacidad
inhibitoria de las enzimas de la via de sintesis de los esteroles (llustracion 9),
especialmente la desmetilasa del lanosterol (Bidart, 2004). El Rango para
voriconazol segun la M61 es igual al de itraconazol (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2017).
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llustracion 9. Estructura quimica voriconazol

Fuente: (Bidart, 2004)

1.3 METODO DE DILUCION EN CALDO

La dilucion en caldo es un método para determinar la sensibilidad microbiana in
vitro basada en el estudio fenotipico, se observa el crecimiento microbiano de la
cepa incubada en presencia de una serie de diluciones sucesivas del antibiotico
a estudiar, el estudio de la sensibilidad antifiungica es una de las funciones mas
importantes de los laboratorios de microbiologia clinica ya que, se puede obtener
una aproximacion a un resultado de la sensibilidad ante un agente fungico como

un factor predictivo de la eficacia clinica (Cifuentes et al., 2014; Tapia, 2009).

El método de dilucidon puede analizar el potencial de actividad antifungica de un
compuesto usando pequefias cantidades del compuesto y al mismo tiempo
probarlo en una gama de concentraciones. Este método segun Tapia (2009) es
considerado método Gold standard para hongos filamentosos y levaduras por
consiguiente, este protocolo se recomienda como primer paso en la deteccién
de posibles nuevos compuestos antifiungicos (Fernandez Torres, 2005; Tapia,
2009).

Los ensayos de sensibilidad se realizan a bajo condiciones normalizadas y
sujetas a control que asegure su reproducibilidad. Clinical Standard Laboratory
International (CLSI) establece guias para el ensayo de sensibilidad antifingica
para hongos dermatofitos en las guias M38 y M61 esto permite homologar
condiciones para que los resultados sean reproducibles (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2017; Clinical Standards Laboratory Institute, 2017).
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La dilucién en caldo se realiza en placas de microtitulacion o microplaca, la cual

consiste en una bandeja plana con varios compartimentos individuales
denominados pozos dispuestos en filas y columnas. La més utilizada es la placa
con 96 pozos individuales dispuestos en ocho filas y doce columnas con
dimensiones definidas por el American National Standards Institute (ANSI)
(ANSI, 2004). Se fabrican a partir de un poliestireno o polipropileno y se utilizan
para examinar caracteristicas fisicas de muestras biologicas de forma paralela
(Diaz Jarabran et al., 2015).

La ventaja de utilizar técnicas de microdilucién para determinar la susceptibilidad
antifangica sobre los métodos de difusiobn radica en un aumento de la
sensibilidad para cantidades pequefias, ya que no se emplean volimenes
mayores a 0,2 mL (Fernandez Torres, 2005), lo cual es importante cuando se
trabaja con concentraciones bajas de farmacos, ademas de permitir realizar
varios ensayos de manera simultanea reduciendo el tiempo empleado en cada
prueba, otra ventaja que permite esta técnica es diferenciar entre un efecto
fungicida o fungistatico (Ramirez & Marin, 2009). Las placas de microdilucién en
caldo para determinar la susceptibilidad antifingica se incuban a 35 °C durante
96 horas para su posterior interpretacion para la determinacion la CMI,
consideraciones dispuestas en la M61 (da Silva Barros, de Assis Santos, &
Hamdan, 2007).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1 Areay Tipo de estudio

El trabajo de titulacion es una investigacion experimental prospectivo, el cual se
desarroll6 en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas (LMC-FQ) de la Universidad de Cuenca

2.2 Muestras

Se emplearon cepas de Trichophyton rubrum (n=4), Trichophyton
mentagrophytes (n=3) y Trichophyton interdigitale (n=1) pertenecientes al
cepario del LMC-FQ.

Las cepas de aislamientos clinicos del cepario del LMC-FQ, codificadas y
conservadas por sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas, que fueron

utilizadas son:

e Tres cepas de T. rubrum (TR0O05, TRO08 y TRO11) y

e Tres cepas de T. mentagrophytes (TM007, TMO08 y TM013).

e Se emplearon como cepas control Trichophyton rubrum derived from
ATCC® 28188 y Trichophyton interdigitale derived from ATCC® 9533.

2.3 Criterios de inclusion y exclusion

Se emplearon las cepas que cumplian con los criterios de inclusion: cepas puras,
identificadas mediante sus caracteristicas macro y micro morfolégicas, ademas
de las pruebas complementarias correspondientes a la especie, realizadas por
el experto del laboratorio, codificadas de acuerdo con el registro del cepario del
Laboratorio de Microbiologia Clinica de la Facultad de Ciencias Quimicas. Se

excluyeron cepas no viables o que presentaban pleomorfismo.
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2.4 Insumos y equipos de laboratorio

Para el desarrollo del método de dilucion en caldo para la prueba de
susceptibilidad antifingica se emplearon los equipos e insumos proporcionados

en el LMC-FQ descritos a continuacion (Tabla 2):

Tabla 2. Insumos y Equipos

Insumos

e Agar patata dextrosa (PDA) Cat. N° 1022 marca Conda

e Agar Sabouraud dextrosa 4% (SDA) Cat. N° 1024 marca Conda

e Agua destilada tipo I

e Caldo Sabouraud dextrosa (SDB) preparado en LMC-FQ

e Dimetil sulfoxido (DMSO) estéril marca Sigma

e RPMI-1640 1X sin bicarbonato con L-glutamina y 25 mM HEPES marca
Gibco

e Solucién salina (SS) 0.85% p/v estéril preparado en LMC-FQ

e Fenol 5% preparado en LMC-FQ

e Glucosa

e Peptona universal (marca Conda)

Equipos

e Estufa marca Lab line

e Freezer ULTF80 marca Dairei

e Asas calibrada estéril descartable 0,01 mL marca Biologix

e Asa bacteriologica en angulo marca Himedia

e Incinerador INFRARR modelo STERIL-BIO 3000788 marca Elicrom
e Vortex MX-S marca Biobase

e Estéreomicroscopio marca Nikon

e Microscopio marca Nikon

Fuente: El autor.
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2.5.1 Agar Sabouraud Dextrosa 4%

Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) es un medio de propdsito general disefiado por
Sabouraud para el cultivo de dermatofitos. Un bajo pH (de 5,6 aproximadamente)
favorece el crecimiento de hongos, en especial los dermatofitos, con efecto
ligeramente inhibidor para las bacterias contaminantes en muestras clinicas
(Conda 2014; Becton Dickinson and Company, 2015).

Formula aproximada* por litro de agua purificada

Digerido pancreético de caseina .........cccccccvvvvvvviiieeeennnnn. 50¢g
Digerido péptico de tejido animal ............ccoccceeieeeniiinnnen. 50¢9
DEXIIOSA ..ueniiiiieei e 40,0 g
AGAT e 15,049
(Conda 2014)

2.5.2 Agar Patata Dextrosa

Papa Dextrosa Agar (PDA) esta compuesto por infusién de papa deshidratada y
dextrosa que fomentan la esporulacion de los hongos. El agar es adicionado

como agente solidificante (Becton Dickinson and Company, 2015).

Formula aproximada * por litro de agua purificada

Papa ..o 300.0g
GlIUCOSA. ..t 20.0g
A QA e 15.0g
(Conda 2014)

2.5.3 Caldo Sabouraud dextrosa

Medio utilizado para el enriquecimiento y cultivo de hongos y levaduras. El
caldo Sabouraud dextrosa (SDB) tiene un pH de 5.6 £ 0.2 y se almacena a

temperaturas de 2-8°C (Becton Dickinson and Company, 2015).
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Formula aproximada * por litro de agua purificada

GIUCOSA. .. 40.0¢
Peptona universal............cooooiiii i 10.0g
(Conda 2014)

2.5.4 RPMI-1640

El medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) es un medio celular usado para
cultivos celulares. Contiene una gran cantidad de fosfatos y esta disefiado para
ser utilizado en una atmosfera al 5% de diéxido de carbono (Moore & Hood, 1993;
Thermofisher, 2017).

Se empled el medio RPMI-1640 (con glutamina, sin bicarbonato y con rojo fenol
como indicador de pH) marca GIBCO, para el método es necesario afiadirle al
medio MOPS (3- [N-acido morfolino] propanosulfénico) como solucién tampon o
en su defecto un buffer zwitteridnico para ajuste de pH segun especificaciones
de la CLSI-M38 (Clinical Standards Laboratory Institute., 2008; Clinical
Standards Laboratory Institute, 2017). El medio RPMI 1640 1X contiene
HEPES (acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazina-metanosulfénico)) que es agente
tamponador de acido sulfénico zwitteriénico, usado para cultivo celular, en gran
parte porque es mejor para mantener el pH fisiol6gico, siendo el pH del medio
de 7 £0.1a25°C (Moore & Hood, 1993; Thermofisher, 2017).

2.6 RECOLECCION DE ESPORAS

2.6.1 Método de recoleccion de esporas

Las cepas codificadas como T. rubrum y T. mentagrophytes se sembraron en
agar SDA y en PDA sin antibiotico y fueron incubadas a 28-30°C durante 5 dias
o hasta que existiera un crecimiento no menor a 2 cm de longitud, siendo 15 dias
de incubacion tiempo maximo para su recoleccion (llustracion 10). Ademas, se
documento el crecimiento de cada cultivo, registrando su morfologia
macroscopica y microscopica (Clinical Standards Laboratory Institute, 2017; da
Silva Barros et al., 2007).
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Para la recoleccion de esporas a partir de las cepas de T. rubrum y T.

mentagrophytes se realizO mediante las especificaciones de la CLSI-M38. Se
obtuvo fragmentos de hifas, macroconidios y microconidios mediante raspado de
las colonias en solucion salina 0.85% p/v estéril y se ajust6 la concentracion 2x
de la concentracién necesaria para el test (1 x10° hasta 3 x 10%) y se almacend
en crioviales estériles (Petrikkou et al., 2001). Cada lote de recoleccion se
almacend a -70°C con un tiempo maximo de 1 hora después de su recoleccion
(Clinical Standards Laboratory Institute, 2017; Espinel-Ingroff et al., 2007). Se
ensayo la recoleccion de esporas con SDB y RPMI-1640 con HEPES en la
misma condiciones descritas en la norma (Alvarado-Ramirez, Torres-Rodriguez,
Murciano, & Sellart, 2010; Gilgado, Serena, Cano, Gene, & Guarro, 2006).

) 3

Agregar 1 mL Solucién salina 0.85% Transferir a un tubo estéril, dejar reposar 10 minutos y contar con Almacenar en

sobre el cultivo Y raspar suavemente hemacitémetro y ajustar a una concentracién de 1x10 - 3x10 3 crioviales a -70°C
con el asa bacteriolégica

llustracion 10. Recoleccion de esporas

Fuente: El autor

2.6.2 Control de esporas

Se realizaron los controles de esporas de cada lote de recoleccion para verificar
su viabilidad para lo cual se escogié un criovial al azar y se descongel6 a
temperatura ambiente para ser sembrado por triplicado en SDA sin antibi6tico
con asa bacteriolégica calibrada de 0.01 mL y se incub¢ a 25°C £ 2°C durante
30 dias con revision periddica de su crecimiento (llustraciéon 11). Se registro el

namero de colonias, el diametro y se identific6 macro y microscopicamente
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verificando que sus caracteristicas corresponden a la cepa de origen registrada
en el LMC-FQ (Fernandez Torres, 2005; Petrikkou et al., 2001).

redonda estéril calibrada 0.01 mL

Descongelar a temperatura ambiente y sembrar
} por triplicado en SDA sin antibidtico con asa

Incubar a 25-28°C hasta observar crecimiento con
revisiones periodicas.

Observar las caracteristicas macro y micro
morfoldgicas de las colonias, contar el nimero de
colonias (UFC/mL}

llustracion 11. Recoleccion de esporas

Fuente: El autor

Se establecieron que los parametros de viabilidad, pureza y estabilidad
morfologica sean los adecuados para cada especie en estudio. Para realizar el
método de conteo de microorganismos mediante técnica de extension superficial

en placa para el calculo de UFC/mL se utilizo la siguiente férmula:

Ecuacién 1. Unidad formadora de colonias por mililitro
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UFC 1 1

——— = NlUmero de colonias x — X
mlL Factor de diluciébn ~ mL de muestra

Fuente: (Petrikkou et al., 2001)

2.3 METODO DE DILUCION EN CALDO

2.3.1 Preparacién de inéculos de cepas de Trichophyton

Los crioviales de recoleccion de esporas, se descongelaron a temperatura
ambiente y se realizé una dilucion 1:20 en RPMI-1640 hasta una concentracion
final de 1-3 x103, previo al montaje de las placas de microtitulacion (Clinical
Standards Laboratory Institute, 2017).

El procedimiento se realizdé en cabina de seguridad bioldgica tipo 11-A2, marca
Labconco, con las medidas de bioseguridad recomendadas en la guia M29-A4
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2014).

2.3.2 Preparacion solucidon stock antifungicos

Las soluciones stock de antifungicos elaboradas a partir de fluconazol,
voriconazol e itraconazol se realizaron tomando en cuenta la solubilidad y

concentracion, en la tabla 3 se detalla las caracteristicas de cada uno de ellos.

Tabla 3. Agentes antifungicos utilizados

AGJETLE Laboratorio FEEIEL R RO Solvente

Antifuangico elaboracion | caducidad
Itraconazol SIGMA PHARMA 02-2018 02-2020 DMSO*
(1T2) LTDA
Voriconazol PFIZER 06-2018 05-2020 DMSO*
(VC2)
Fluconazol BUSSIE 03-2017 03-2020 Agua
(FC2)

*Dimetil sulfoxido (Clinical Standards Laboratory Institute, 2017).
Fuente: el autor
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La preparacion de los agentes antifingicos se hicieron segun las diluciones

seriadas para usarse en el test de susceptibilidad para agentes antifingicos

solubles en agua, como para fluconazol (tabla 4) y para agentes antifingicos

insolubles en agua, como itraconazol y voriconazol, (tabla 5) las cuales se

detallan en la guia M61 (Clinical Standards Laboratory Institute, 2017). Los

esquemas de preparacion de agentes antifiungicos se encuentran en el ANEXO

1.

Tabla 4. Preparacioén de diluciones seriadas para fluconazol

Solucién Antimicrobial
Paso Concentracion Origen  yolumen Medio Concentracién Concentracién
(pg/mL) (mi) +  (mL) = |ntermedia = Fimal )
(pug/mlL) at 1:5 pg/ml.)
1 5120 Stock 1 mL 7 640 pg/ml. 128
2 640 Step 1 1.0 1.0 320 64
3 640 Step 1 1.0 3.0 160 32
4 160 Step 3 1.0 1.0 80 16
5 160 Step 3 0.5 1.5 40 8
6 160 Step 3 0.5 3.5 20 4
7 20 Step 6 1.0 1.0 10 2
8 20 Step 6 0.5 1.5 5 1.0
9 20 Step 6 0.5 3.5 2.5 0.5
10 25 Step 9 1.0 1.0 1.25 0.25
1 2.5 Step 9 0.5 1.5 0.625 0.12
12 25 Step 9 0.5 35 0.3125 0.0625

"2X (doble) concentracién

Fuente: (Clinical Standards Laboratory Institute, 2017)

Tabla 5. Preparacién de diluciones seriadas para itraconazol y voriconazol
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Solucién Antimicrobial

Paso Concentraciéon  Origen  Volumen _ Solvente (ml.) Concentracién Concentracion
(ug/mL) (mL) + (eg, DMSO)’ “ Intermedia _ Final
(pg/ml.) at l:So(pE/ml.)'
| 6400 Stock 6400 128
2 6400 Stock 05 0.5 3200 64
3 6400 Stock 0.5 1.5 1600 32
4 6400 Stock 0.5 35 800 16
5 800 Step 4 0.5 0.5 400 8
6 800 Step 4 0.5 1.5 200 4
7 800 Step 4 0.5 35 100 2
8 100 Step 7 0.5 0.5 50 [
9 100 Step7 05 15 25 0.5
10 100 Step 7 0.5 35 12.5 0.25
11 12.5 Step 10 0.5 0.5 6.25 0.125
12 12.5 Step 10 0.5 1.5 3.125 0.0625
13 125 Step10 05 35 1.56 0.0313
14 1.56 Step 13 0.5 0.5 0.78 00156
15 1.56 Step 13 0.5 1.5 0.39 0.0078
16 156 Step13 0.5 35 0.195 0.0039
17 0.195 Step 16 0.5 0.5 0.0975 0.0019

" Dimetil sulfoxido
' 2X (doble) concentracién

Fuente: (Clinical Standards Laboratory Institute, 2017)

2.3.3 Montaje de placas de microtitulacion

El ensayo se realizd dentro de la cabina de bioseguridad tipo Il, las placas fueron
cargadas con 100 pyL de medio RPMI-1640 1X marca GIBCO en cada uno de los
96 pocillos estériles. La columna 11 fue el control negativo y la columna 12 fue

el control positivo de crecimiento del hongo (llustracién12).

Los controles positivos de crecimiento se inocularon con 100 yL de lo solucion
stock de esporas y 100 uL de medio RPMI-1640, para el control de calidad del
medio, se cargaron con 200 uL de RPMI 1640, y se destiné una fila para el control
de esterilidad de DMSO, el cual fue utilizado como solvente de antifingicos
(Clinical Standards Laboratory Institute, 2017).

La solucién stock de antifingicos se cargaron en los pocillos de la columna 1 de
la placa de microtiulacion en volumen de 100 pL y se homogeneizd con pipeta
multicanal para luego transferir 100 pL de la dilucién a la siguiente columna, este

proceso se realizd hasta los pocillos de la columna 10, obteniéndose de esta
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forma las diluciones sucesivas de los antifungicos (Clinical Standards Laboratory
Institute, 2017; Diaz Jarabran et al., 2015).

Se inoculd con 100 uL de solucion stock de esporas todos los pocillos de las
columnas 1 hasta la columna 10 sin homogenizar. Se incubé a 35°C durante 96
horas para su lectura y se comparo la CMI de la tabla de la M61 para cada uno

de los Trichophyton testados (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017).

Se realizé el ensayo en placas por triplicado, con 4 repeticiones en tres ensayos
independientes.

Colocar 200uL de medio RPMI 1640 en la
columna 11y 100pL de medio RPMI 1640 en el
resto de la placa

(2]

cE | C

11

-
N

2) Adicionar 100uL de la dilucion del agente
antifangico en la columna 1

3) Homogenizar y transferir 100pL de la dilucién al
siguiente pozo, hasta la columna 10, descartar los
tltimos 100pL

B

4) Colocar 100pL del inoculo de esporas de
Trichophyton en todas las columnas a excepcién de
la columna del control de esteriladad (CE)

0000000
OOOOVOLO

*CE: Control de esterilidad 200uL medio RPMI- 1640
*CC: Control de crecimiento 100uL +100ul inoculo de esporas

[ Dilucién del agente antifingico
5) Incubar a 30°C durante 96 horas, realizar la lectura de la placa mediante la [Z] Dilucion de esporas

técnica de espejo invertido O Control de esterilidad *

[ Control de crecimiento**

llustracion 12. Montaje placa de microdilucion

Fuente: El autor
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2.3.4 Lectura de resultados

La CMI es la concentracibn mas baja de un agente antifingico que inhibe
sustancialmente el crecimiento del hongo Trichophyton. Para determinar la CMI
se realizan lecturas visuales de las placas mediante la técnica de espejo
invertido, empleando el estereomicroscopio y se determina la concentracion a la

cual no existe crecimiento (Clinical Standards Laboratory Institute, 2017).

En la M61 primera edicion establece los limites de referencia para la CMI (Tabla
6) para cepas de Trichophyton mentagrophytes MRL 1957 ATCC® MYA-4439%0
y Trichophyton rubrum MRL 666 ATCC® MYA-443810 (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2017; Clinical Standards Laboratory Institute, 2017).

Tabla 6. Limite de CMI recomendado para control de calidad y colonias de
referencia para procedimientos de dilucion en caldo*

Organismo Agente Rango Moda | % de CMI | Tiempo de
antifungico CMI dentro de | incubacion
(Mg/mL) Rango
Trichophyton ITZ 0.03-0.25 | 0.06 95.2 96 horas
mentagrophytes
LSS ST VCZ 0.03-025| 006 | 952 | 96 horas
MYA-44391°
Trichophyton FCZ 0.5-4 1.0 95.2 96 horas
rubrum MRL 666
ATCC® MYA- 0.008-
VCz 0.015 96.1 96 horas
443810 0.06

*Referencia CLSI M61, ITZ: itraconazol, VCZ: voriconazol, FCZ: fluconazol
Fuente: (Clinical Standards Laboratory Institute, 2017).

Las cepas de referencia ideales para el control de calidad de las pruebas de
dilucion, tienen valores de CMI que constantemente se encuentran cerca del
punto medio del Rango de concentracion probado para todos los agentes
antifangicos; por ejemplo, una cepa de control ideal se inhibiria en la cuarta

dilucion de una serie de siete diluciones, pero las cepas con CMI en la tercera o
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quinta dilucion también serian aceptables (Clinical Standards Laboratory
Institute, 2017).

2.4 Andlisis estadistico de resultados

Los datos se recolectaron en hoja de calculo del programa Microsoft Excel. Para
el andlisis de los resultados de la conservacion de esporas obtenidos, se

determind el porcentaje de viabilidad, pureza y estabilidad morfoldgica.

Los parametros validados en la guia M61 y M38 de la CLSI se utilizaron como
referencia para replicar el método de diluciéon en caldo en el LMC-FQ. Para las
pruebas de sensibilidad antifingica se determind la Moda y el Rango de los

resultados obtenidos de la CMI para cada antifingico probado.
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CAPITULO 1l

RESULTADOS

3.1 Control de esporas

3.1.1 Viabilidad, pureza y estabilidad morfolégica de la recoleccion de

esporas

Se realizé resiembras por triplicado de las cepas originales de T. rubrum y T.
mentagrophytes del LMC-FQ, se verifico la pureza tras la recoleccion, se
descart6 aquellas que no presentaron crecimiento. Los registros de las
caracteristicas morfoldégicas macro y microscopicas de las cepas originales se
tomaron como referencia para comparar la estabilidad morfolégica de las
colonias luego de la recoleccién de esporas. Los datos se encuentran en el
ANEXO 2.

En cuanto a los medios liquidos utilizados para la recoleccion, las esporas de
aislamientos clinicos recolectadas en solucion salina 0.85% p/v estéril sin
embargo no fueron viables. Por el contrario, los medios liquidos SDB y RPMI-
1640 resultaron adecuados, ya que se verifico la viabilidad (Gréfico 1y 2), pureza
y estabilidad de las esporas recolectadas de T. rubrum y T. mentagrophytes
(tabla 7).

A pesar de que, SDB muestra ser un buen crioprotector y mantiene la estabilidad
morfologica de las cepas, se descarté emplear como medio de recoleccion de
esporas para las pruebas de susceptibilidad debido a que su pH es de 5.6 y

podria alterar el pH del ensayo (pH 6.9-7.1).
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Tabla 7. Porcentaje de viabilidad, pureza y estabilidad morfologica de las
esporas recolectadas

Medio de Estabilidad

Ceparecolectada Viabilidad Pureza

recoleccion morfoldgica
SS 2% 100% 100%
Trichophyton SDB 100% 100% 90%
rubrum (n=3)
RPMI 100% 100% 100%
SS 0% 0% 0%
Trichophyton
mentazgro?’r))hytes SDB 100% 100% 100%
n=
RPMI 100% 100% 100%

Fuente: El autor

Grafico 1. Control de Viabilidad recoleccion de esporas T. rubrum

5000
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-
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~
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UFC

ESS mSDB mRPMI

Fuente: El autor
Grafico 2. Control de viabilidad recoleccion de esporas T. mentagrophytes
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o
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Fuente: El autor
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3.2 Resultados de microdilucién en caldo

Los resultados de la valoracion de la CMI por el método de dilucién en caldo se
leyeron mediante la técnica del espejo invertido, observando en el pocillo que no
existe crecimiento visible (llustracion 13,14, 15 y 16). De acuerdo con estos
resultados se determinaron las CMIs y la Moda para T. rubrum y T.

mentagrophytes de muestras clinicas y las cepas control (Tabla 8 y 9)

Para las cepas de Trichophyton rubrum de muestras clinicas, la CMI se
evidenciaron en el pocillo 3 y 4 que corresponde a una concentracion entre 2-1
pg/mL de fluconazol (llustracién 13); todas las cepas testadas, incluida la cepa
control, estuvieron dentro del Rango de 0.5-4 ug/mL y cerca de la Moda con un
valor de 1ug/mL, expresado en la guia M61 (tabla 8). Para voriconazol la CMI
(llustracion 14), se encuentra dentro del Rango de referencia establecido de
0.008-0.06 pg/mL y la Moda en 0.015 pg/mL, coincidiendo con la guia M61 (tabla
8).

0.25 pg 0.125pg | 0.0625pg | 0.0312HE 0.0156 Mg CE cC

Concentracion Fluconazol

[lustracién 13. Lectura resultados T. rubrum vs Fluconazol

Fuente: El autor
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2

3

4

5

0.125 pg

0.062518

0.0312ug

0.0156pg

Concentracion Voriconazol

0.0078ug | 0.0039ug | 0.0019ug | 0.0009ug | 0.0004Hg CE cc
llustracion 14. Lectura resultados T. rubrum vs Voriconazol
Fuente: El autor
Tabla 8. Resultados T. rubrum vs Fluconazol y voriconazol
Fluconazol Voriconazol
Especie Rango (ug/ml) Moda (pg/mlL) Rango (ug/mL) Moda (pg/mL)
LMC-FQ | CLS-M61 | LMC-FQ|CLS-MB1| LMC-FQ | CLSI-MB1 | LMC-FQ | CLSI-M61
T. rubrum aislado de
muestras clinicas 1.0-4.0 0.5-4.0 1.0 1 0.015 0.008-0.06 | 0.015 0.015
(n=3)
T rubrum derivada | 00 | 0540 | 20 1 |0.00780.015| 0.0080.06| 0015 | 0.015
ATCC 28188 (n=1) o o ' ' ' ' ' ' |

Fuente: El autor

Para Trichophyton mentagrophytes (llustracion 15 y 16) aislados de muestras

clinicas la CMI frente a voriconazol fue de 0.03125 ug/mL (tabla 9), para

itraconazol la CMI fue de 0.0078 pg/mL, mas bajo que lo reportado en la guia

M61; la cepa control para voriconazol tuvo una CMI de 0.0625 pg/mL y para

itraconazol de 0.03125ug/mL, Rangos que estan dentro de la guia.

Concentracion Voriconazol

2

3

4

5

11

0.125 pug

0.062518

0.0312pug

0.0156pg

CE
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llustracion 15. Lectura resultados T. mentagrophytes vs Voriconazol

Fuente: El autor

2

3

4

5

0.125 pg

0.0625ug | 0.0312pg | 0.0156ug

Concentracion Itraconazol

0.

Fuente: El autor

==t

Tabla 9. Resultados T. mentagrophytes vs voriconazol e itraconazol

Voriconazol Itraconazol
Especie Rango (ug/mL) Moda (ug/mL) Rango (ug/mL) Moda (ug/mL)
LMC-FQ CLSI-M61 LMC-FQ CLSI-M61 LMC-FQ CLSI-M61 LMC-FQ CLSI-M61
T. mentagrophytes
aislado de muestras 0.03125 | 0.03-0.25 0.0315 0.06 0.0078 0.03-0.25 0.0078 0.06
clinicas (n=3)
T. interdigitale
derivada ATCC 9355 0.0625 | 0.03-0.25 | 0.0625 0.06 0.03125 | 0.03-0.25 | 0.03125 0.06
(n=1)
Fuente: El autor
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CAPITULO IV

DISCUSION

El desarrollo de la validacion del método de dilucion en caldo para la
determinacién de susceptibilidad antifungica para dermatofitos, se bas6 en
multiples estudios previos realizados por Diaz Jarabran (2015), Espinel-Ingroff
(2007), Fernandez Torres (2005), entre otros, en los cuales se analizaron las
variables que pueden influir en la reproducibilidad de la técnica (Diaz Jarabran
et al., 2015; Espinel-Ingroff et al., 2007; Fernandez Torres, 2005; Singh et al.,

2007), hasta llegar a tener las guias de la CLSI validadas.

Segun algunos estudios recientes de Poojary, 2019 y Castro Méndez del mismo
ano, presentaron dificultad en la lectura de la CMI debido al lento desarrollo de
los dermatofitos testados, ademas Dogra 2019 reporta la dificultad para la
determinacién de la CMI, por lo que recalca la importancia de comparar el
desarrollo de hifas con los controles de crecimiento, sin embargo en este estudio
no se ha presentado ninguna dificultad en la lectura e interpretacion de la CMI,
ya que se siguieron los pardmetros establecidos en la CLSI-M38 y M61,
garantizando la viabilidad de las esporas empleadas a la temperatura de
incubacion empleada para el ensayo, otros aspectos como el tamafio del in6culo,
tiempo de incubacion también fueron realizados de manera pertinente para el
ensayo; segun Fernandez-Torres, 1998 y Takasuka, 2000, estos parametros son
los que influyen directamente en los resultados (Castro Méndez et al. 2019;
Poojary et al. 2019; Dogra et al. 2019; Fernandez Torres 2005; Takasuka 2000).

Segun Fernandez Torres (2005) reporta dificultad en la esporulacion de T.
rubrum en PDA en el presente estudio no se tuvo esta dificultad confirmandose
la viabilidad, estabilidad morfolégica y pureza de los aislados clinicos estudiados,
por lo que no fue necesario emplear agar harina de maiz como alternativa que
sugiere la guia CLSI-M38 en estos casos. Segun Urcia (2002) afirma que T.
rubrum se desarrolla en un periodo de 5 a 7 dias con buen crecimiento
concordando con lo observado en las resiembras de este hongo empleadas en
el test (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017; Fernandez Torres,
2005; Urcia & Guevara, 2002).
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La criopreservacion de esporas elimina la necesidad de repiques frecuentes,

impidiendo el pleomorfismo y la pérdida de virulencia (De Garcia & Caridad,
2012). El uso de SDB o RPMI-1640 resultaron adecuados para la conservacién
de esporas de dermatofitos, salvando esta dificultad, que sigue siendo uno de
los puntos criticos dentro de este tipo de ensayos (Alarcon & Irney, 2006;
Cabrera & Judith, 2015).

Para el método de dilucion en caldo la CLSI-M61 propone recolectar esporas con
solucion salina al 0.85%, sin embargo, este fue uno de los inconvenientes que
se presentd al no lograr mantenerlas viables. La recoleccion de esporas con
glicerol podria afectar la lectura de la CMI, por lo tanto, se tomé en cuenta la
metodologia empleada por Gilgado (2006) y Alvarado (2010) quienes emplean
el medio RPMI-1640 para la conservacion del inéculo, los resultados obtenidos
fueron favorables ya que el medio permitié6 conservar viables las esporas sin
provocar variaciones en la estabilidad morfolégica de las cepas y ademas no
existid interaccion con los antifingicos testados (Alvarado-Ramirez et al., 2010;
Gilgado et al., 2006).

Los Rangos de CMI para las cepas testadas para fluconazol y para voriconazol
se encontraron dentro de los Rangos y la Moda cercanos a los establecidos en
la CLSI-M61 (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017). Los resultados
estan en concordancia con otros ensayos realizados con cepas de aislamientos
clinicos reportados en la literatura (da Silva Barros et al., 2007; Diaz Jarabran et
al., 2015; Fernandez Torres, 2005; Maurya, Kachhwaha, Bora, Khatri, & Rathore,
2019; Monod et al., 2019).

Segun Maurya et al. 2019 y Bhatia 2015, en los estudios realizados con
dermatofitos aislados de muestras clinicas de pacientes de la India, muestran
CMI bajos frente a itraconazol para todas las especies de dermatofitos (Bhatia &
Sharma, 2015; Maurya et al., 2019). En el presente estudio, las cepas de T.
mentagrophytes aislados de muestras clinicas, obtuvieron CMI para itraconazol,
por debajo del Rango y la Moda establecida en la guia, concordando con lo

reportado en un estudio en Colombia, que establece el Rango en 0.0009-4 pg/mL
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en 13 cepas aisladas de muestras clinicas (Pérez-Cardenas, Zuluaga, & Henao,
2013).

Segun Castro (2019) los puntos de corte por debajo del Rango establecido por
la M61 muestran mayor sensibilidad, por o que es importante conocer aspectos
clinicos del paciente como por ejemplo el tipo de lesidon y la exposicién a este
agente antifungico, lo que puede ser un aspecto que influencien en los resultados
de sensibilidad (Castro Méndez et al., 2019).
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La estandarizacion del método de dilucion en caldo para la determinacion de
susceptibilidad antifungica in vitro para los dermatofitos Trichophyton rubrum y
Trichophyton mentagrophytes aislados de muestras clinicas del cepario del
LMC-FQ, implica la reproduccion de la metodologia analitica descrita en las
guias CLSI M38 y M61, concluyendo que, en base a los resultados obtenidos se
estandariz6 la metodologia propuesta en las condiciones del LMC-FQ para las
especies de dermatofitos testadas.

Para la estandarizacion del método de dilucion en caldo en el LMC-FQ, se
cumplié a cabalidad con los parametros de los controles de calidad descritos en
la M38, en cuanto a los agentes biolégicos, medios de cultivo, controles
antifiingicos, parametros de temperatura y tiempo, demostrando que el LMC-FQ
cuenta con las condiciones adecuadas para la reproduccién de este tipo de
ensayos con muestras clinicas de dermatofitos. Se utilizaron cepas ATCC como
control de referencia biolégico, con los valores de la CMI descritos en la guia, es
decir, valores cercanos a la Moda reportados para cada especie.

En referencia al parametro de evaluacion de la viabilidad de las esporas
recolectadas de Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes obtenidas
de aislados clinicos, se evidenci6 que la conservacion de esporas mediante la
criopreservacion evita el pleomorfismo de las cepas. Ademas, se demostro la
utilidad de emplear como crioprotectores RPMI-1640 con HEPES o de SDB que
mantuvieron viables las esporas para su utilizacién en el método de dilucién en

caldo.

Se establecieron los valores de la CMI para las cepas de Trichophyton
mentagrophytes aislados de muestras clinicas, frente a voriconazol fue de
0.03125 ug/mL y para itraconazol fue de 0.0078 ug/mL. El Rango de los valores
de la CMI para las cepas clinicas de Trichophyton rubrum fue de 1.0-4.0 ug/mL,
mientras que para voriconazol la CMI fue 0.015 pg/mL concluyendo que los

valores obtenidos cumplen con los Rangos establecidos en la horma aplicada.
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Este precedente, permite tener una referencia sobre la reproducibilidad de la

técnica y servir como base para la implementacion de estudios de sensibilidad
antifangica in vitro, proporcionando una herramienta de diagnéstico fundamental
para el conocimiento de la resistencia antimicrobiana de patdégenos humanos

causantes de dermatofitosis.

El método de dilucion en caldo para la determinacion de susceptibilidad
antifingica es de gran utilidad para ensayos de screening para la busqueda de

nuevos compuestos naturales o sintéticos con actividad antimicotica.
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CAPITULO V

RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar el método de dilucion en caldo para la determinacion de
susceptibilidad antifingica para hongos dermatofitos como herramienta

predictiva de la efectividad del tratamiento terapéutico.

El método estandarizado bajo las condiciones del LMC-FQ, puede ser empleado
como referencia para ensayos de bioactividad antifingica de otros
productos naturales o sintéticos.

Se recomienda replicar el ensayo con otras especies de hongos dermatofitos,

para conocer la susceptibilidad antifungica.
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ANEXOS

ANEXO 1. ESQUEMAS PARA LA PREPARACION DE ANTIFUNGICOS

ESQUEMA A. PREPARACION FLUCONAZOL

PREPARACION SOLUCION STOCK FLUCONAZOL

SOLUCION MADRE
FCZ 2mgimlb

400 pL selucidn madre FCZ +
600 pL suero fisioldgico

|

Solueidn FCZ
concentracion
800 po/mL

1 mL solucidn FCZ de
concentracion 800 ug/mL
+ 4 mL de suero fisioldgico

Y

Solucwon stock

FCZ
8 pg/mL

Fuente: El autor
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ESQUEMA B. PREPARACION ITRACONAZOL

Preparacidn Sclucidn Stock Hraconazol

Pesar 4.8myg de lraconazol y
disodver en ImL DMSO

Solucidn ITZ
1600pg/mL

S00uL solucidn ITZ concentracion
1600ugimL + 3.5mL DMS0

5Dﬂ|.|[ solucion ITL conceniracion
J00ug/mL + 3.5ml DMS0

100uL solucidn ITZ concentracion
25paimL + 4.9mL DMSO

l

Soluckdn ITZ
0.5pg/mL

Fuente: El autor
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ESQUEMA C. VORICONAZOL

Preparacion Solucién Stock Voriconazol

Pesar 4.8mg de Voriconazol y
disolver en 3mL DMSO

Solucion VZ
1600 /mL

S00uL solucion VZ concentracion
1600ug/mL + 3.5mL DMSO

Solucion VZ
20010 mil

L

S00uL solucion VZ concentracion
200pg/mL + 3.5mL DM30

100uL solucion VZ concentracion
25paimlL + 4.9mL DMSO

l

Solucion VZ
0.5ua/mL

Fuente: El autor
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ANEXO 2. REGISTRO CARACTERISTICAS CEPAS ORIGINALES

Tabla 10. Registro T. rubrum cédigo TR0O05

Fuente: El autor, LMC-FQ

CARACTERISTICAS DESCRIPCION REGISTRO
TROO05 FOTOGRAFICO
Aspecto Algodonosa
Elevacién No
Color Blanco
Tamafio 30 mm
Pigmentacion al medio | Si
Color del reverso vino
Temperatura de 25°C
incubacion
Tiempo de incubacion 5 dias
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Tabla 11. Registro T. rubrum codigo TR008

CARACTERISTICAS DESCRIPCION REGISTRO
TROO8 FOTOGRAFICO
Aspecto Algodonosa
Elevacion No

Color Blanco, halos rojos
Tamafo 25 mm
Pigmentacion al medio no

Color del reverso amarillo
Temperatura de 25°C

incubacion

Tiempo de incubacion 5 dias

Fuente: El autor, LMC-FQ
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Tabla 12. Registro T. rubrum codigo TR011

CARACTERISTICAS DESCRIPCION REGISTRO
TRO11 FOTOGRAFICO
Aspecto Algodonosa
Elevacién No
Color Blanco, halos rojos
Tamafio 30 mm
Pigmentacion al medio no
Color del reverso amarillo
Temperatura de 25°C
incubacion
Tiempo de incubacion 5 dias

Fuente: El autor, LMC-FQ
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Tabla 13. Registro T. rubrum derived from ATCC 28188

Fuente: El autor, LMC-FQ

CARACTERISTICAS DESCRIPCION REGISTRO
ATCC 28188 FOTOGRAFICO
Aspecto Algodonosa r
Elevacién No
Color Blanco
Tamafio 15 mm
Pigmentacion al medio no
Color del reverso amarillo
Temperatura de 25°C
incubacion
Tiempo de incubacion 5 dias
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Tabla 14. Registro T. mentagrophytes Codigo TM007

Fuente: El autor, LMC-FQ

CARACTERISTICAS DESCRIPCION REGISTRO
TMO007 FOTOGRAFICO
Aspecto Pulverulenta
Elevacién No
Color Beige
Tamafio 40 mm
Pigmentacion al medio No
Color del reverso marrén
Temperatura de 25°C
incubacion
Tiempo de incubacion 5 dias
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Tabla 15. Registro T. mentagrophytes Cédigo TM008

Fuente: El autor, LMC-FQ

CARACTERISTICAS DESCRIPCION REGISTRO
TMO008 FOTOGRAFICO
Aspecto Pulverulenta
Elevacién Si
Color Beige
Tamafio 40 mm
Pigmentacion al medio No
Color del reverso marron
Temperatura de 25°C
incubacion
Tiempo de incubacion 5 dias
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Tabla 16. Registro T. mentagrophytes Cédigo TM013

Fuente: El autor, LMC-FQ

CARACTERISTICAS DESCRIPCION REGISTRO
TMO013 FOTOGRAFICO
Aspecto Pulverulenta
Elevacién si
Color blanca
Tamafio 40 mm
Pigmentacion al medio No
Color del reverso marron
Temperatura de 25°C
incubacion
Tiempo de incubacion 5 dias
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Tabla 17. Registro T. interdigitale derived from ATCC 9355

CARACTERISTICAS DESCRIPCION REGISTRO
ATCC 9355 FOTOGRAFICO
Aspecto Vellosa
Elevacién No ’ ‘
Color blanca :
Tamafio 40 mm '
Pigmentacion al medio No
Color del reverso amarillo '
. ahe i
Temperatura de 25°C =
incubacion
Tiempo de incubacion 5 dias
Fuente: El autor, LMC-FQ
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