20XBRT-
Y

@ Universipap MotoLinia A.C&E‘-

ESCUELA DE QUIMICA
CON ESTUDIOS INCORPORADCS A LA U.N.AM.

UNIVERSIDADY
MOTOUNIA

INVESTIGACION DE LA ACTIVIDAD IN VITRO
DEL BIFONAZOL (BAY-h 4502) FRENTE A 100
CEPAS DE DERMATOFITOS

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

Quimico Farmacéutico Bidlogo

PRESENT A

LESBIA VAZQUEZ SANCHEZ

TISIS CON
FALLA DE ORIGEN

MEXICO, D.F. 1994




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



o de del Sarvicia de Dermatologla

El presants trabajo fus Izado an el Lab
del Hospital General de México, SS.

Bajo Ia asesoria de:

Q.F.B. Alsxandro Bonlifaz Trujllio.
Jefe det Departamento de Micologla
HOM, SS.



DEDICO ESTA TESIS

ADIOS
Por permitirme aicanzar esta meta.

A mi madre
Q.F.B. Lesbia Sinchez de la Fuente, con Infinito amor y eterno agradecimiento por brindarme
1 su carifio, ény apoyo.

A mis hermanos
Gustavo, Gliberto y Jaime por tantos momentos compartidos,

A mis tios
Edith y Manolo, por ser “mis segundos padres” durante el desarroilo de mi vida
universitaria.

A mi esposo
Fernando, por ser alguien muy Iimportante en ml vida,

A mis companeros y amigos
Especlalmente a Tere y a Angel por su paclencla y ayuda.

A cada una de {as personas que de una u otra forma ala de esta
tesis.

A la Universidad Motalinfa

Al Hospital General de México, S, S.



AGRADECIMIENTOS

<

A Quimica Farmacéutica Bayer, S.A. Ja cual prop a pura de!
bifehazol (BAY h 4502) y parte de la meratura para la reallzaclon de este trabajo. Asi como al
Dr. José da Jes(s Mantique por su Incalculable ayuda,

Dr.Amado sail C.

Q.F.B. Alexandro Bonifaz T.

Q.F.B. Alma Tamez Sotomayor.

M. en C. Benjamin Nogueda.

Q.F.8. Rosario Vizquez Larios.



CAPITULO |

INDICE

INTRODUCCILION

_'1.1 Planteamiento del problema
;1.2 Hipotesis
1.3 Objetivos

CAPITULO II

2.1

ANTETCEDENTES

bermatofitosis o tifas

2.1-1
2.1.2
2.1.3
2.1.4
2.1.5

Clasificacian

Epidemiologia y ecologia

Formas clinicas segiin su localizacian
Diagnéstice de laboratoria

Micolaogla

Bifonazol

2.2.1
2.2.2
2.2.3
2.2.4
2.2.5

2.2.6
2.2.7

CAPITULO III

3.1

Caracteristicas fisicas
Caracteristicas guimicas
Mecanismo de accion
Farmacocinética

Estudios iIn vitro

2.2.5.1 Problemas in vitro
Estudios in vivo

Estudios toxicolagicos

P ARTE EXPERIMENTAL

Diagrama de fluia

Material

3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.2.4

Material biolbgico
Material de laboratorio
Equipo

Reactivos

3.2.49.1 Colorantes
3.2.4.2 Farmaco

3.2.4.3 Medios de cultivas

o 2 >

~

13

17

17
i8
is
2
25
25
28
29

32
33
33
33
34
34
34
34
34



3.2.9 Preparacion de reactivos, colorantes y

medios de cultivao

3.3 Metodologia

3.3.1 Valoracitn micologica
3.3.2 Tipificacion de las cepas
3.3.3 Pruebas de sensibilidad

3.4 Analisis Estadistico

CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSICONES

4.1 Resultados
4.2 Discusitn

CAPLTULO Vv CONCLUSIDODNES

BIBLIOGRAFIA

35
38

34
36
38

39

40
&0

&4

&5



cCAPITUL O |



INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Micologia médica, saegin Rippon ( 34) " ey una‘
ciencia con tanta tradicion como cualquier otra especialidad
del esfuerzo humano”. Esta ciencia se encarga del estudio
de las enfermedades producidas por honges que parasitan al

hombre.

Genéricamente, a estos padecimientos se les ha denominado

. micosis. énfermedades que se han presentado desde la antigtiedad
y a las cuales se les han adju&icado Segln sus caracteristi-
cas, diferentes etiologias en el lento devenir del conocimiento

humano.

En la actualidad existe una clasificacién bien establecida
que relaciona el agente causal (hongas) con la enfermedad que
produce ( micosis ), favoreciendo asi, el estudio sistematizado

de estos padecimientos.

Quizad una de las principales enfermedades micoticas, tanto

por la amplia distribucidn que tienen, como  por la gran
incidencia que presentan, son las ariginadas par les
dermatofitos: éstas se clasifican dentro de las micosis

exciusivamente tegumentarias ©o superficiales, también llamadas

dermatofitosis o mejor conocidas coma “tifas™.

Los agentes causalés de estas micosis pertenecen a las geé-

neros Hicrosporum, Trichophyton y Epideracphyton..

El diagnastico de las tiMas, es por lo regular sencillo. se
realiza mediante un examen micrascépico directo de muestras y
cultivos de las lesiones, con el fin de descartar otras
enfermedades con las que puedan confundirse, tales como
psoriasis, liquen plano, candidosis. etc., ¥ cuya etiologia y
terapéutica son muy diferentes. Para facilitar el diagnostico,.
es conveniente indagar cuales son los factores predisponentes.

por ejemplo: inmunosupresién, costumbre de utilizar ropa o



calzado oclusivos, contacto con ciertos animales enfermos (como
perros y gatos), clima, ocupacién, etc. (19).

En general, las tiflas son pol;mbrficas. por lo gque
constantemente se confunden con otros padecimientos, de ahi 1la
importancia de un adecuado diagnostico de laboratorio.

Para el tratamiento de estas enfermedades se ha contado con
un reducido grupo de agentes antimicbticos, ya gue hasta antes
de 1958 era coman el uso de agentes tdpicos como soluciones
‘vodadas, &cido undecilénico, benzbico y salicilico, asi como
ungdento de azufre. Posteriormente aparecen los antimicoticos
sistémicos, como la griseofulvina y los recién descubiertos
imidazoles. La actividad antimicética de los derivados azélicos
se observé por Wooley desde 1944, pero no fue hasta lgs 60's y
70°'s que estos productos fueron motivo de interés por parte de
investigadores, mictlpgos y dermatologas (37).

Uno de estos medicamentos, que ha sobresalido por sus
caracteristicas camo antimicbtico topico, ee el bifonazol (2).

El bifonazol (BAY h 4502) es un derivado imidaz6lico no
halogenado <que ha sido investigado y presentado por | los
Labtoratorios Bayer A. G., en Alemania, gque ha demostrada in
vitro e In viroe una gran actividad antimicética contra numero-—
sos hongos (dermatofitos. levaduras, M. rurfur y Aspergillus sp
asi como frente a Nocardia spp y Corynebacterium aiputissiaun
(25).

A pesar de que se han hecho estudios mundiales en seres
humanos, en diferentes micosis., no deja de ser interesante el
probar la actividad del bifonazol in vitro de muestras cli-
nicas aisladas en un hospital de tercer nivel, como es el
Hospital General de México. 5.%. , en donde se pueda
correlacionar los datos obtenidos con los proporcionados en

investigaciones anteriores hechas en otros paises.

i.2 HIPOTESIS

Si la actividad antimicética del bifonazol (BAY h 4502) se
presenta en contra de la mayoria de especies de dermatofitos de

2



distribucien mundial. Entonces, dicha  actividad podra ser
observada in vitre en primoaislamientos de dermatofitosis en

México.

1.3 oBJETIVOS
0BJETIVOS GENERALES

1. Aislar vy tipificar los agentes etiolégicos de los

pacientes con dermatofitosis en estudio.

2. Evaluar la actividad in vitre del bifonazol (BAY h
4502) frente a cepas recién aisladas de pacientes con

dermatofitosis en México.

OBJETIVOS PARTICULARES

i. Determinar la prevalencia y distribucion por género y
especie de los dermatofitos causantes de tifas, de acuerdo a
las 8 topografias de interés en este estudio (cabeza, cuerpo,

ingle, uflas y pies).

2. Determinar el comportamiento de los dermatofitos frente

al antimicético dependiendo de su zona de aislamiento.

3. Probar la actividad antimicotica del bifonazol (BAY h
4502) In vitro, frente a cepas recién aisladas en los tipos mas

frecuentes de tiflas en México.

4., Evaluar la concentracién minima inhibitoria (CMI) para
cada uno de los agentes etiolégicos encontrados en 100 casos de

dermatofitos.



cAPITULO I
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2.1 DERMATOFITOSIS O TINAS

tas dermatofitosis o comunmente .llamadas tiffas, son un
conjunto de micosis superficiales que afectan el tejido
queratinizado (ufMas, pelo y estrato corneo de la piel), son
causadas por un grupo de hongos parasitos de la queratina de-—
nominadas DERMATOFITOS y que excepcionalmente invaden tejidos
profundos (11,34 ).

Cuando se 'presenta la enfermedad, a causa de la formacisn
de colonias, las tiffas se inician por el contacto vy
parasitacion del hongo al tejido queratinizado, sus diversas
manifestaciones clinicas son consecuencia de la reaccitn del
hueped a los productos metahdlicos del hongo, mas gue a la
invasitn del tejido vivo por el microorganismo. La intensidad
de la enfermedad depende de la cepa o de las especies del
dermatafito y de la sensibilidad del huésped al honpo en

particular, asi{ comoc de la idiosincracia de cada buésped
11,348,422

Rippon (34) prefiere utilirar el término de derma-—
tofitosis, ya que indica formacién de colonias o infeccién por

un hongo dermatofito.

Las dermatofitosis incluyen varias entidades clinicas,
segun el sitio anatomico vy el agente eticlogico gue se trata.

Al comienzo la patologia preducida por el huésped es una
respuesta eccematoide, seguida de manifestacianes alérgicas e
inflamataorias. El tipo vy gravedad de estas lesiones estan en
relacion directa con el estado inmune del huésped, asi como la
cepa vy las especies del microorganismo causante de la infeccion
(34,42).

2.1.1 CLASIFICACION

Los dermatofitos corresponden a un grupo de hongaos

miceliares integrados dentro de los géneros Trichophyton,



Hicrosporum y Epider'mopvton_. que se caracterizan por (42):

L. Su queratinofilia, es decir, su apetencia por utilizar
la quératina,- qug 23 und escleroproteina insoluble presente en
la.piel y sus auexou.

2. Actividad queratinolitica, que es 1la capacidad de
producir enzimas que permiten la asimilacion de la queratina
como nutriente primordial del henao.

3. La produccién de micro y macroconidias, Qque aunque

variadas en su estructura Yy frecuencia, canfiaren
caracteristicas morfolégicas  similares a las diferentes
especies.

4, ta posibilidad de o©casionar contagio, sea por trans—
misién directa de persona a persona o entre animales
homeotermos y por medio de faomites.

Taxontmicamente, los dermatofitos en su fase teleomobrfica
o sexrual se clasifican dentro de 1la clase Ascomycetes. (52)

Hasta la fecha se c¢onocen dos géneros teleombrficos,
Nannizzia y Artrhoderma. El1 género Artrhoderma tiene como fase
anamérfica el género-farma Trichophyton vy Chrysosporium (hongo
queratinafilo no dermatofito), mientras que el género Nannizzia
corresponde con el gtnero—-forma Hicrosporun Epidermophyton
floccosum ¥y algunas especies de Hicrosporum y Trichophyton, en
las que no se ha comprobado la fase teleombrfica, se clasifican
dentro de los beuf:eramye::tes. '\I:udo el estudio anterior fue
ordenado y definido par Cheéter Emmons en 1934, de acuerdo con
las reglas "botanicas” de nomenclatura y taxonomia de los
dermatofitos. Identificacién que agrupa a los dermatofitos en
los tres géneros clAsicos, de acuerdo & las caracteristicas
de las conidias {42).

ta reproduccitn asexuada es la forma mas sencilla para la
identificacion rutiparia de los dermatofitos, por que se da en
los medios de cultivo ordinarios, en cambio las fases sexuadas
unicamente se presentan en medios Yy condiciones muy

S



especificas y sirven para la clasificacién taxonemica ¥

tilogenética (11).
2.1.2 EPIDEMIOLOGIA Y ECOLOGIA

El aislamiento e incidencia de las diversas especies de
dermatofitos varian mucho de una regién a otra del mundo. '
Alqunos dermatofitos estan limitados desde el punto
de wvista oqeografico, y s6lo son endémicos en regiones
especiales del mundo (34). Otras espeecies pueden sar

esporidicas, pero de distribuciéon mundial.

También existen diferencias seqin la localizaciéon anatomica

de las lesiocnes (1,42.

Ajello (1), en 1978, clasificd a los dermatofitos. seqon
sus caracteristicas ecolégicas en: ageofilicos. zooflilicos vy
antropofilicos, clasificaciotn que ha sido muy atil) desde el
punto de vista epidemiolégico (§42). (Ver cuadro #1). Rippon(34)
revisd la distribucién geografica de éstos v comenta que "si
birn no son debilitantes ni mortales, las dermatafitosis estan
entre las enfermedades infecciosas del hombre mas comunes”. For
ejampla, la Tinea pedis afecta por lo general a individuos gue
usen  calzado en todo el amundo. Los principales agentes
etioldgicas son 7. mentagrophytes y VT. rubrum. E. floccosun se
ha obtenido de toallas, ropas interiores, tapetes de hotel y de

las bandas para asentar las navajas de afeitar (34).

CUADRO # L

ANTROPOFILICGS ZOOF ILICGS GEQFILICOS

E, Floccosum H., canis ., gqypseun

. audouini M. gallinae H. Tulvum

T. mentagrophyte T. mentagrophyte 7. ajelloi
var. xnterdxaltalx< var. nentagruphytes T. terrestre

T. rubrum 7. verrucosun

T. schoenleinii T. equinum

7. violaceun T. nanum

7. tonsurans

T. soundanense

Clasificacion de los dermatofitos mas comunes de acuerdo a
la adaptacion de las especies a sus huaspedes o reservorics
ecolbdgices (42).

&



2.1.5 FORMAS GLINICAS SEGUN SU’ LOCALIZACIGN

Los ' dermatofitos ﬁienén"la~ cualidad de invadir diversas

areas del cuerpo, pur':aﬁéi‘guie’née se clasifican en base a la
regién anatdmica que afectén'yi

'rﬁuffp; i:gi'a que presenten.

T A BL. AL

TIPO DE TIFA : W} INCIDENCIA (%)
Tifia de la cabeza 2.6
TiMa del cuerpo 16.4
TiMa de la ingle 6.6
Tifta de los pies ‘s1.3
Titia de las ufas 23.1
100.00 %

1. Porcentaje actual de incidencia de tiftas en México (13).

CUADRD 1 2
TINAS TIfiAS_DE ETIOLOGIA DERMATOFITOSIS
ESPECIFICA PROFUNDA
De la cabeza Imbricada o Tokelau Granulomas Dermatofiticos
Tinea capitis Favica o Favus Enfermedad demartofitica
De la barba o de Hadida
Tinea barbae Hicetomas

Del cuerpo
Tinea corporis

De la ingle
Tinea cruris

De los pies
Tinea pedis

De las manos
Tinea manuunm

De las ufvas
Tinea unguiun

Tifra generalizada

2. Variedades clinicas de dermatofitosis (tifras) (1.
7



a) TINA DE LA CABEZA o Tinea capitis

Es una infeccién dermatofitica del cuero cabelluan Y ahenos
(cejas y pestaias), causadas por especies de 1es géneros
Hicrosporum y Trichopyton. Es una enfermedad predominantemente
de la infancia hasta la edad prepuberal (42).

La enfermedad varia de una colonizacion subclinica benigna,
escamosa, seca, a una enfermedad inflamatoria caracterizada por
placas eritematn-escamosas, alopécicas, que pueden presentar
gran inflamacién econ produccidn de erupciones ulcerativas
intensas; a esta entidad se le denomina también querion de
Celso. La tifra inflamatoria ocasicna formacién de queloides y
costras, con alopecia permanente. E1 tipo de enfermedad
producida depende de la interaccidn entre huésped y el agente

etiolégico (34).

Por lo tamnto y de acuerdo a las manifestaciones clinicas,
las tiftas de la cabeza se pueden distinguir en dos tipos:
inflamatorias o querion de Celso y no inflamatorias o tifias

seeas (34).

Para el diagntstico diferencial se debe considerar lo
siguiente: dermatitis seborréica, psoriasis, lupus eritematosco,
alopecia areata, impétigo, tricotilomania, pioderma.

foliculitis decalvante y sifilis secundaria (34’52)-

b) TINA DE LA BARBA o Tineabarbae
Es uha infectidén por dermatofitos que afecta cara ¥ cuello,
sobre todo en 4reas pilosas, causada por especies de los
géneras 7Trichophyton y Hicrosporumi microorganismos que se
adquieren generalmente de los animales. Par lo regular esta
entidad clinica es de tipo inflamatoria, debido a que son
ocasionados por dermatofitos 2o0ofilicos, que si bien no son
virulentos, si presentan variantes antigénicas poco reconocidas
por el huésped (11,34).
El diagnostico diferencial se establece can alepecia
areata, tricotilomania, foliculitis bacteriana, carbunco,
dermatitis seborréica, actinomicosis, sifilides pustulosas y

otras dermatitis (11,34). a



c) TINA DEL CUERPO o Tinea corporis

Es uné infe:c;On que afecta a la piel lampifa,
principalmente en traﬁcn y extremidades con excepcion de los
pliegues. Es causada generalmente por algunas especies de los
generas Trichaphyfon y HMicrosporum. Raras veces puede ser

causada por E. floceosum e©n  particular en los adultos (42).

La infeccion suele estar limitada al estrato corneo de
la epidermis. Los sintomas clinicos son e}l resultado de

los metabolitos fingicos que actuan come toxinas y  alergenos.

Las lesiones varian, de la simple descamaciébn con eritrema

y vesiculas hasta wuna Tforma granulomatosa intensa (34).

El diagné4stico diferencial se establece con todas aquellas
entidades cuyas lesiones adopten forma circular u ovalada vy que
adem&ds presenten costras en mayor o menor grado, como la
pitiriasis rosada de Gilbert, impétigo en fase costrosa,

eccema, eccema numular, psoriasis, candidosis (34).
d) TINA DE LA INGLE o Tinea cruris

Es wuna infeccitn por dermatofitos. en particular de los
géneros Trichophyton y Epidernophyton, los cuales afectan ingle
perineo y region perianali esta entidad clinica puede ser aguda
a erénica, ¥y en general cursa con intenso prurito. Es muy
trecuente en adolescentes Yy adultos. Existen una serie de
factores que favorecen la presentaciédn de las lesiones como:
maceracion, roce continuo, sudoracian, contacto con ropa
ajustada., falta de higiene. falta de aireacion, obesidad, entre
otros. También la corticoterapia y la diabetes provacan la
diseminacitn del padecimiento (34, 42 ).

El diagnostico diferencial se establece contra candidosis,
eritrasma, psoriasis, neurodermatitis del escroto, dermatitis

por contacto, dermatitis seborreica, liguen plano (34,42 ).
e) TINA DE LOS FIES o Tinea pedis

Son lesiones propias de éos adultos o adolescentes, con



predominio, en los varones. Es una enfermedad-de la “civiliza-
S

cién", ya que el calrado .facilita su desarrollo al impedir la
transpiracion, a la vez que los calcetines de fibras no absor-

bentes tambi&n son factores el aumento de calor y humedad (42).

Las especies que se aislan con mas frecuencia son T. rubruna

T. mentagrophytes (var. interdigitale) y E. floccosum.

En la Tinea pedis se distinguen tres variedades clinicas:
intertriginosa, caracterizada por maceracién y ligero eritema
generalmente crénica: wvesiculosa, constituida por pequefias
vesiculas que se 1localizan en planta vy dorso del pie, =obre
éoda en &reas de poco apoyo (conocida también como tifa
"mocasin") vy la variedad hiperqueratdsica, es una forma crénica
que sSse caracterica por extensas fonas de hiperqueratosis,

predominando en la zona ptantar (42).

El diagnostico diferencial =& establece contra candidasis,
intertrigao microbiano. psoriasis pustulosa, hiperhidrosis.,

hiperqueratosis plantar, secundarismo sifilitico (42).
) TINA DE LA UNAS o Tinea unguium

Es una infeccion <réonica de las uMas de dedos de manos vy
pies, que rara vez se presenta en la infancia. Causada por

especies del género Trichophyton, Hicrosporun vy Epidermophyton,

Esta micosis es favorecida por traumatismos. Se le con-
sidera un padecimiento frecuente en deportistas, sobre todo en

quienes practican la natacion (29).

Esta dermatofitosis inicia por el borde libre o distal,
avanzando hacia la base de la ufta, es decir., el ataque sigue la
contracorriente del crecimiento ungueal. El hongo también pene-
tra por el borde lateral de la ufia, pudiendo afectar una o mas,

éstas se presentan con pequeflas estrias longitudinales (3).

En la onicomicosis distal y lateral, las uftas son opacas,
friables y erosionadas. Los bordes dan la impresion de
10



duplicarse, toman un colgr amarillénté, café o grisaceo. Puede
haber enarosamiento o paquioniquia, despegamiento y onicélisis.
y es rara la invasién superficial del plato u onixis (3).

El diagnéstico diferencial se establece contra onicomico-
siss por especies de: Candida, Scepulariopsis, Aspergillus,
Fusarium y con padecimientos por Pseudomona, liquen plano,
psoriasis, deficiencias vitaminicas, onicotilomania y otros
(11).

2.1.4 DIAGNDSTICO DE LABORATORIO

ta etiologia de una dermatnfitosis se basa en la demostra—
cion microscopica de laos hongos que parasitan la piel o sus

anexos., y en el cultivo e identificacion de los mismos (11).
i) TOMA DE MUESTRA

1. Para la tifia de la piel lampifa (pies, cuerpo, manos) se
recolectan las escamas por medio de dos portacbjetos, de prefe—

rencia en el limite de la placa escamosa (borde activo) (l1).

2. Para la tifia de las uffas. se toma un raspado profunda

con un bisturi, recibiendo la muestra en portacbjetos (1.

S. Para la tima de la piel pilosa (cabeza y barba), de
preferencia se deben obtener los pelos cortos. con ayuda de una

lupa y unas pinctas de depilar, se colectan ep portaobjetos (11).

4. En el caso de granulomas dermatofliticos, se pueden tomar

escamas y/o pus (1).

Ee de suma importancia tomar abundante muestra la cual se
dividira en dos partes, una para su observacign en fresco en
donde se buscarid la presencia de elementos fingicos y la otra

para el cultiva (1D.
ii) EXAMEN DIRECTO

Habitualmente el examen directo se efectua en fresco, con
la utilizacisn de sustancias que favorecen la disgregacian de
11



la queratina y aclaran 1la preparacien, facilitando asi la
visualizacidon de los hongos. Se utiliza principalmente una
solucion de hidréoxido de potasio (KOH) a concentraciones entre
el 10 y 40%Z, segin sea la naturaleza de la queratina (é2),vla
preparacién se calienta suavemente para acelerar el
aciaramiento (11), y se recomienda evitar la ebullicién ya gque

ésta precipita cristales de KOH (34).

La observaciédn migroscopica directa de escamas de piel,
pelos o raspado de uflas puede permitir un diagnostico de mico-
sis presuntivo de dermatofitosis, esto sucede principalmente a
nivel de los pelos (ll).

Hay una clasificacidan muy rigurosa de la forma de
parasitacidn, a continuacian se cita un esquema de Segretain vy

cols., modificado por A. Bonifaz (11).

cCuadbrUyU §3
GRUFD TIFD BE FaFa31inGion AGENTE &TIOLOGICU
EMDUIRLX
) fricotitico fibundante conidias de 8 ~ 12 w de] F. tonsurans
didnctro T. violaceum
b) Féavico tHiTas ancthas. con burbuias de aire| 7. schoenleiniy

{sin conidias)

ETCEHDOIRIX

ai Microsporico fbundante microconidas de & a 6 p N. caniz, N. nanum
con predominio ectotrix M. aqvbreum
b) ilcaasparico fibundantes conidias digpuestas en I. ochraceum,

fila. arrosariadas de S - 8 p con F. equinum
predominio ectotrix

nentagroghytes
rubrum lexep~
cional

€) Microide Abundante conidias de 4~ % W
: dispuestas on tila e hitas

—~—

Criterios para la clasificacitn del tipo de parasitacién del pelo

Al microscopio se opbservan células de descamacion
parasitadas por filamentos largos, delgados (2-Su.) o gruesos
(5-1Qu.) y en ocasiones con artroconidias, esto Gltimo, sobre
todo cuando se tratan de tiftas cronicas ‘o tratadas con
esteroides (11), E1 material raspado de las uffas es el mas

12



dificil de examinar (34). RFara valorar un examen directo hay
que tener suficiente experiencia, para no confundir 1la
presencia de algunos artefactos con los dermatofitos: alounos
de eéstos se deben a la existencia de fibras de lapna, algodén o
hilh pracedente de gasas o apbsitus(ﬁd), en algunas ocasiones
se ven imagenes bastante similares a las hifas que nos
confunde, se les llama "“falsos filamentos"” o "mosaico
filamentoso", esta imagen de falsa parasitacion, se origina

cuando las escamas contienen mucha grasa (11).
iii) cuLTIvos

Los wedios que se manejan usualmente para el primo-
aislamiento de los dermatofitos son el agar dextrosa Sabouraud
y el agar micosel, las colonias desarrollan en un tiempo
pronedio de 10 a 15 dias incubadas a temperatura de 25-28°C,
pero deben descartarse hasta los 30 dias. Se pueden wutilizar
otros medios come eixtracto de levadura y papa dextrosa agar,
asi como medios especiales del tipo del DTM (medio para prueba

de dermatofitos).

En el mismo diagnéstico del laboratorio se incluyen otras
pruebas complementarias para facilitar la identificacion de las
tiftas, tal es el caso de la luz de Wood, intradermoreacciones y
biopsias; 5in embargo, debido a lo facil y preciso que resulta
identificar a los dermatofitos por el método tradicional del
examen directo con una solucidn de potasa. son contadas las
pcasiones en que se llevan a cabo las pruebas complementarias.
ademas de que no son tan rapidas y certeras como las primeras

(1.

2.1.5 MICOLOGIA

Las caracteristicas morfolégicas. habitat, requerimientos
nutricionales vy reproduccién de las agentes etiologicos
causantes de las tiffas mas comunes se presentan a continuacioén
(9,11).

13



GENERQO Trichophyton (MALMSTEN 1985)

T. rubrum (SABOURAUD 19il)

Tropismo: pies, ingle, ufas, cuerpo Y en raras ocasiones

C

abeza.

Habitat: antropotfilico.

E:

stado perfecto: ninguno.

Requerimientos nutricionales: ninguno,

o4

c

T
H

E

aracteristicas macroscopicas: existen 2 variedades:

Variedad vellosa:

Aspecto vellosa, algodonnsa, blanca., &eca Yy a veces con
micelio color rosa: al reversao presenta un pigmento difusible
color rojo vino.

Variedad granulosas

Aspecto pulverulento, blanca o blanco~-amarillenta. plana e

ilimitada: al reverso puede o no presentar pigmento rojo vino.

aracteristicas microscopicas:
Variedad vellosa:
Abundantes hifas delgadas, tabicadas: presenta muy pocas
microconidias de aspecto pirifarme. que se disponen alterna-
tivamente a lo larga de la hifa.
Variedad granulasa:
Escasas hifas delgadas y tabicadas. abundantes microconidias
piriformes que nacen directamente de la hifa y dispuestas
alternativamente: en menor proporcion se disponen en forma de
"eruz de Lorena®. Escasas macroconidias de forma alargada, caon

un extremo redondeado y superficie lisa.

T. mentagrophytes (BLANCHARD 1895}

ropismo: pies. uwflas, ingle. cuerpo y rara vez cabeza.
Abitat: z200filico ¥y antropofilico.

stado perfecto : se han reportado dos: Artrhoderma benhawmiae

(Allejo vy Cheg 1967) v Artrhoderma vanbreuseghemii {(Takshio
1973) .
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Requerimientos nutricionales: ninguno.

Caracteristicas macroscopicas: existen dos variedades:

- Yariedad vellosa:
Colonia vellosa, algodonosa, seca e ilimitada: por lo regular
no forma pigmento rojo vino.

— Variedad granulosa:
Aspecto pulverulento @ pelvoso, plana, seca, ilimitada, de
color blanco-~amarillento y en raras ocasiones también puede

producir pigmentos.

Caracteristicas microscopicas:

- Variedad vellosa:
Abundante micelio delgado y tabicado, es caracteristico obh-—
servar en algunas cepas abundantes zarcillos e hifas en

espiral. Se observan escasas farmas de reproduccién.
~ Variedad granulosas

Escaso micelio delgadeo y tabicado, abundantes microconidias
libres, redondeadas o piriformes, se observan directamente de
las hifas, en forma alterna o en "cruz de Lorena”. Presenta

escasas macroconidias en forma de puro de paredes lisas.
7. tonsurans (MALMSTEN 1843)

Tropismo: cabeza y cuerpa.
Hibitat: antropofilico.
Estado perfecto: ninguna.

Requerimientos nutricionales: ninguno.
Caracteristicas macroscopicas:

- Anverso: colonia limitada, aterciopeliada, de crecimiento
rapido, de celor beige-café y puede presentarse en tres
formas: acuminadas, cerebriformes o crateriformes.

- Reverso: pigmento color café obscuro difusible.

Caracteristicas microscépicas:
15



Presenta hifas delgadas y tabicadas, abundantes microconidias
piriformes dispuestas en forma de “"cruz de Lorena” y alternas.
Macroconidias en forma de puro de 3 a 4 septos. En cultivos

viejos se observan clamidoconidias intercalares o terminales.

GENERD Hicrosporum (GRUBY 1843)
1. canis (BODIN 1902)

Tropismo: cabeza, cuerpc.
Habitat: zoofilico.
Estado perfecto: Nannizzia otae (Hasegana y Usur 1975).

Requerimientos nutricionales: ninguno.

Caracteristicas macroscopicas:

-~ Anverso: colonia de rapido crecimiento, limitada, plana vy
vellosa de color amarillo con micelio blancao.

— Reverso: pigmento de color amarillo-naranjia que se observa
mejor en cultivos jbvenes.

Caracteristicas microscopicas:

Abundante micelio, con hifas delgadas., tabicadas y ramificadas.

Las microconidias son alternas en escasa cantidad, las
macroconidias son  abundantes. en forma de huso de pared
arnamentada. contienen de & a 12 septos gue no tocan la pared.

Se observa micelio en forma de ragquetas intercalares.

M. gypseun (GUIART Y GRIGORAKIS 1728)

Tropismo: pies, manos, cuerpo ¥y rara vez cabeza.
Habitat: geofiljco.
Estado perfecto: se han reportade dos: WNanpnizzia gypsea

(Stockdale 1943) y Mannizria incurvata (Stockdale 1961).

Requerimientos nutricionales: ningunao.
Caracteristicas microscopicas:
Tiene poco micelio delgado y tabicado. Gran gantidad de
macroconidias en forma de huso, de membrana delgada que puede
presentar pegueflas espiculas vy contienen de 4 a 6 septos.
14



Escasa microconidias piriformes.
GENERD Epidermophyton (SABOURAUD 1210)
E. rloccosum (HARZ 1B70)

Tropismo: pies, ingle y ufias. Nunca parasita pelo.
Habitat: antropofilico.
Estado perfecto: no presenta.

Requerimientos nutricionales: ninguno.

Caracteristicas macroscopicas:

- Anverso: colonia de crecimiento lento, limitada. aterciopela-
da v superficie plana o en ocasiones de aspecto cerebriforme,
de color blanco-beige.

- Reverso: pigmento color amarillo-verdosa.

Caracteristicas microscéopicas:
Tiene micelio delgado y tabicado. Selo presenta macroconidias
en forma de clavas o bastos, con una base delgada y un extre-—
mo romo, nacen de un solo punto, una o varias. Cuando las
cepas son viejas, se observan abundantes clamidoconidias

intercalares y/o terminales.

2.2. BIFONAZOL

Es un derivado imidazéilico no halogenado, sintetizadsa por
Regel en 1974, en los Laboratorios del Centro de Investigacion
de Bayver en Wuppertal (Repablica Federal de Alemania) (27).

2.2.1 CARACTERISTICAS FISICAS

El bifonazol es un polvo blanco de aspecto cristalino, con
un punto de fusién de 145 a 151*C. Es una sustancia lip6fila,
se disuelve facilmente en solventes para lipidos ¥y en alcohol
{dimetilformamida, cloruro de metileno y cloroformo), es poco
soluble en agua. E£s estable al calor ¥ a la exposicion de la
luz (27); sin embargo. cuando se encuentra disuelto en crema o
en solucién comercial es sensible a la luz. Es resistente a la
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acidez ¥ no higroscépico, es estable tanto.en medio &cido como
alcalino (pH de 1 a 12) (39). .

2.2.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS (31). .

Denominacién IUPAC:

1-((4-difenil)- fenilmetil)) - LH-imidazol
Farmula empiricasCaHieNz

Peso molecular: 310,4 daltons

Farmula estructural:

-N0—I

W

i-( (4-DIFENIL)-FENILMETIL))—tH-IMIDAZOL

2.2.3 MECANISMD DE ACCION

El bifonazol intertfiere esencialmente con la sintesis del
ergosterol en la citoplasma fangico, en los hongos éste actua
como  componente esencial de la wmembrana citoplasmica, su
deficiencia conduce inevitablemente a daflos en la membrana. Sin
embargo, la mavoria de los azoles y derivados de alilaminas

18



solamente son capaces de inhibir la desmetilacion enzimatica
del 24—metilendihidrcl‘anasternl a demetilesterol -} la
conversién de escualeno en lanosterol en diversas
ramificaciones individuales: en suma el bifonazol, inhibe la
cnﬁversibn enzimidtica del acido hidroximetilglutaril en acido
mevalénicoe (fig. 1) (7,8). El efecto de la inhibicidn de la
sintesis de ergostercol a dos niveles diferentes en la cadena,
puede ser observada como un efecto secundario, el cual resulta
en una supresidn potente y clara de la sintesis del producto
ergosteraol, ma4s Que una simple inhibicion de la desmetilaciéan a

nivel del 24-metilendihidrolanosterocl (7).

FIBURA # 1

Acetil - coenzima A

!

Hidroximetilglutaril coenzima A
1l o «— « BIFONAZOL
Ac. mevalonico

1

Escualeno

)

Lanosterol

{

24-metilendihidrolanosterol

i

J ¢ ¢ « BIFONAZOL Y OTROS
HNIYLES

d

Demetilesterol

d

Erocosterol

MEMBER/&NA CELULAR

Sitios en que actlla el bifonazoi.

En comparacion con otros a:zoles, el bifonazol tiene un
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efecto fungistatico y/o0 fungicida mas pntepte en las células
de los hongos especialmente en los elementos filamentosos.
Ademas, tales consideraciones de su mecanismo de accidn explica

el por que el efecto del bifonazol es mas pronunciado, sobre

las farmas Tfilamentosas de Los dermatafitos, levaduras
parasitando (fase pseudomicelial) y en aspergilos, oque en las
blastosporas, debido a que por su forma circular necesitan

mucho menos ergosterol para construir la membrama basal,
mientras que la hifa, al ser una estructura larga, y presentar
una  pequefia deficiencia de ergosterol, sufre de dafios
irreparables, que se traducen a efectos Tisioldgicamente

significativos, teniendo como consecuencia la muerte celular.

Debido a que e} contenido de esteroles es sumamente
importante en la conformacitn y funcionalidad de la membrana. a

continuacién se describe su biosintesis (6).

La primera enzima en el metabolismo terpentoide es la 3
hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa),
la cual cataliza la sintesis del mevalonato. Dande dos
fosfarilaciones seguidas y una descarboxilacion del mevalonato
da el isopentil pirofosfato, la unidad fundamental C= en la
sintesis del esterol o de esteroles. El isopentil parofosfato
reacciona con un istmero el dimetil alil pirofosfato en una
reaccion (de cabeza-cola) que produce el geranil pirofosfato, y
una reaccidn mas con una unidad C® da al farnesil pirofosfato,
el cual finalmente dimeriza a escualeno en una reacgion
(cola-cola). Esta es una desmetilacidn oxidativa. que ‘es
catalizada por el sistema Acitucrnmu pPas=e, El primer paso en
esta reaccitn es la hidroxilacion del C*+ del grupo metil, con
la formacidn del derivado hidroximetil-C*=, la cual conlleva a
una tercera hidroxilacion con la fﬁrmacicn del acido
carbosilice correspondiente. La descarborilacion del 4cido .
carboxilico €** no se lleva a cabo directamente, sino por
abstraccian (eliminacién) de un protén del Jacido formico
Cc*® y la formacion de un doble enlace Deltat*. La reduccian
del NADPH del daoble enlace Delta*= da fin a la desmetilacion.
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Después de la desmetilacidn en el Ca=, uba doble desmetili-
cien se lleva a cabo  en el €% con la formacién 'del Delta
e24<=u>  -ergostadiencl. La deshidrogenacion en la posicion
Delta = vy Ila isomerizacién de Delta ® a Delta > o Delta
=4<=@>3 Delta == completa la sintesis del ergosterol.

Entonces, se puede cbservar que el bifonazol ejerce una
accion secuencial! en los dermatofitos., por una adicién en el
primer sitio de ataque, llamada inhibicidn de la desmetilacion
del C*#, é&ste tiene un fuerte poder inhibitorio con respecto a
la HMB-CoA reductasa en los dermatofitos. que también producen
una reduccion en pAroporcidn completa a ia sintesis
terpentoide. Este efecto per se excliuye la posibilidad de la
administracién oral del bifonazol, pero a la vez es una
cualidad conveniente para la aplicacién tépica par los baijos
niveles de absorcidn que presenta (8). (Ver figura 4 2}.

2.2.4 FARMACDCINETICA

El estudio para investigar las caracteristicas farmacociné-—
ticas de la administracion topica. oral y sistémica
{(intravenosa) del bifonazol marcado radiocactivamente en el
€+% (es decir, en la posicien central de la molécpla) se ha
realizado con ratones, ratas, conejos, perros sabuesos, monos
rhesus y humanos (28,35). (ver figura # 3).

Las caracteristicas farmacocinéticas de la administracion
oral del bifonazol sedescriben primero, porque esto ayuda a
explicar v compender 1o0s hallazgos farmacocinéticas que
orientan a sequir una administracion topica. .
Kitter, Stettendorf'y Weber (35) al experimentar con ratas
muestran QqQue el 90% de la dosis via oral radiomarcada, es
absorbida a nivel del tracto gastrointestinal cuando se les
administra una dosis inicial de 1 paskg. En este estudio se
observan bajos niveles plasmaticeos de la sustancia, indicando
una rapida biotransformacion a nivel de higado. Este efaecto es
mas pronunciado en ratas, conejas y monas que en humanos vy
perros, los cuales presentan patrones de plasma similares en

cuanto al bifonacol.
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ADMINISTRACION ORAL

En dos voluntarios sanos se estudio la disminucion de las
concentraciones de bifonazol después de administracién oral de
S mg/kag, la vida media del bifonazol fue de 1.1 a 1.7 h; es
decir, la eliminacién fue rapida, ya que dnicamente el 1% de la
dosis se encontrd sin metabolizar en la orina ¥y el resto fue
eliminado por biotransformaciones.

Después de la administracidn oral se encontro en el plasma
del hombre y animales un metabolito micrabioldgicamente activo,
el cual cerresponde a una oxidaciétn en el sistema del anillo
difenila. (Ver figura #4).

FIGURA # 4

Metabolito microbiol&gicamente activo.

En un estudio, realizado en un voluntario sano, se encontro
que la vida media del bifonazol en el plasma fue de 1.7 h, y la
del metabolito fue de 1.3 h; es decir, éste es eliminado mas

rapidamente de la sangre que el farmaco sin metabolizar.
ADMINISTRACION SISTEMICA (intravenosa)

82 realizé en wvoluntarios con metabolismo normal, edad
promedio de 52 afos y pesoc promedio de 78 kg, a gquienes se
les administré una dosis Onica de 0.025 % de solucién de
bifonazol.

Al  examinar los niveles de radioactividad total en un
periodo de 1 h a 120 h después de la administracién (en
relacion a la dosis aplicada) se encontrd que aproximadamente
el 45%Z de la radioactividad fue excretada con la orina y que el
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I9% :nnvlgs heces. En conjunto, un B84% de la radicactividad se
recupert a los 5 dias de la administracion (28).

ADMINISTRACION TOPICA

Se realizd en voluntarios sanbs ¥ en pacientes: el estudio
se dividid en dos grupos de 5 voluntarios que se trataron con
2.5 mg de bifonazol tanto en solucitn como con crema ambas al
1% en un  4&rea de 25 cm? del antebrazo (35) (otros estudies lo

aplican en la regidén supraumbilical (20).

Las concentraciones del bhifonazol en el plasma sanguineo
durante la primera y vigésimo cuarta hora del tratamiento
fueron menores que el limite de deteccion del 1 pg/i; estos

-

valores permanecieron bajos durante las 2 semanas del

tratamiento.

Los niveles de bifonazol en el plasma de 12 voluntarios,
después del tratamiento oclusivo con 15 mg en solucibn al 1% de
bifonazol en un area de 200 cm? de piel, fueron menores a

1 pg/l.

Pacientes con tiffas y pitiriasis fueron tratados con crema
al 1% de bifonazol por 2 semanas. Las muestras de sangre del
narimer y decimocuarto dia detectaron 1 pg/l y 2 pg/1 de la
sustancia en el plasma respectivamente: éstas concentraciones
san muy bajas como para causar cefectos colaterales. vya gque la

absorcién transdérmica de éste se calcule inferior a $% (35).

En resumen, los valores de la vida media del bifoenazol,
medido en plasma sanguineo son similares tanto en animales

de experimentacion como en e} hombre.

El bifonazol radiomarcado es réapidamente biotransfarmado,
captandose pequefias concentraciones de la sustancia inalterada
en el suero. fPor la que esta indica que el procesoc de
eliminacién depende primordialmente de la rapida metabolizacion

del compuesto principal.



Tanto en la administracién oral e intravenosa se observa
una eliminacitn rapida a expensas de biotransformaciones
metabolicas, vya que sdlo el 1% de la sustancia inalterada es

excretada como tal.

En la administracién téopica (empleando el método con y sin
oclusién) se obtienen niveles de bifonazol en plasma inferiores
al limite de deteccién de L pg/l; por lo tanto el farmaco usado
topicamente reune los requerimientos de alta concentracién en
el sitio de aplicacidn y bajos niveles de absorcion sisteéemica
(35 .

2.2.5 ESTUDIOS in vitro

Son muchos los estudios in vitro realizados con el objeto
de definir el espectro de accion del bifonazol: experimentos
que también conducen a descubrir factores que pueden afectar
los resultados de estas pruebas.

l.os métodos de prueba usados en la micologia médica durante
los dltimps 30 aflos para estudiar el efecto antimicotico in
vitro, como son los llamados dilucidn seriada o difusitn, en
agary, fueron copiados de los aplicados en bactericlogia,

haciéndoles solo ligeras modificaciones (305.

Yamaguchi, Hiratami & Plempel (44) reportan concentracio-—
nes minimas inhibitorias (CMI) dentro del rango de ©0.04 a 80

Hg/ml.

€M1 gue en su mayoria se localiran por abajo de 2.5 pg/ml
para hongos patégenos y levaduras. Resultados que pueden ser
influidos por variantes en las condiciones del método como:
composicion y pH  del medio de cultive, tamaflo del indculo vy
tiempo de incubacién entre otros (4,12.23,24,30.32.33.,39).

2.2.5.1 PROBLEMA in vitro
i. EFECTOS DEL TAMANDO DEL INOCULD Y DEL PERIODO DE INCUBACION

€l tamafio del indculo determina si una cepa sera clasifica-

da como altamente sensible. moggradamente sensible o resistente

.



al antimicético azblico: Plempel et al acordaron Qque un
iné:hla de 103~-10%/ml puede ser de relevancia clinica, apesar
de gue ho existe método micreabiolégico para contar las hifas.
Sin embargo, esta dependencia en el tamafo del indculo es mucho
menor en dermatofitos comparado con hongos mohos, no ;E ha
encontradeo una explicacidn satisfactoria para justificar este
hecho. (30).

Otro problema que se plantea es el tiempo de incubacibn, va
que la sensibilidad de la sustancia activa en un medio al cual
apenas se le ha agregado una suspensisn de macroconidias no es
la misma, si se aplica ésta inmediatamente después de inocular
el media, es decir los productos (hongos) a probar se
encuentran en status nascendi. En cambio, si se demora la
aplicacian del antifingico umnas horas mas, se aobserva que la

estructura de la hifa es menos sensible.

Este efecto no se ha podido explicar. Sin embargo, la
manifestacion clinica comprueba con infinidad de resultados
favorables. lo contarioc. De ahi, la importancia de enfatizar
los problemas de las metodologias de las convencionales pruebas

in vitro.

2. PRUEBAS FPARA LA ACTIVIDAD FUNGICIDRA

Esta prueba es especialmente dificil con las hangos
filamentososs es decir, los que presentan micelio o
pseudomicelio. Camo dermatofitos, A. fumigatus y C. albicans,
respectivamente porque en la determinacion de conteos
microhbianos en sub:ﬁltivns no se puede hacer una

pstandarizacion precisa (30).

Una concentracién £ 5 pg/ml de bifonazol en dermatofitos se

considera como efecto fungicida ¢33).
3. DIFERENCIAS ENTRE FASE SAPROFITICA Y PARASITICA

Estas diferencias morfolégicas y fisioldgicas son bien
26



conocidas en los hongas bifasicos y en €. albicans. For
ejempld} los dermatafitas en condiciones parasitarias; es
decir, en la piel no forman microconidias. macroconidias ni
mi;eliu aéreo. Ya que se encuentran formando ectoenzimas para
penetrar la queratipa, asi como peptidasas endogenas, las que
bajo condiciones saprofiticas de cultivo; es decir, en medios
nutritivos conteniendo peptona, no regquieren y por lo tanto no

producen o producen sélo en pequefas cantidades (30).
4. COMPDSICION DEL MEDIO DE CuLTIvVa (39)

Se han usado 3 medios diferentes para realizar las pruebas
in vitro, estos son: caseina extracto de levadura agar (CYC).
agar de Kimming (KA) y agar de Sabouraud (SAB).

Con el bifonazol no se han reportado diferencias en los
resultados observados en  relacion al género, especie o medio
empleado. En los 3 medios, la mayoria de los dermatofitos

fueron inhibidos a concentraciones de 0.25 pg/ml de bifaonazol.

T. tonsurans fue el mas susceptible de las especies
Trichophyton.

El bifonazol presentd casi la misma actividad fn witro para
las 3 especies de Hicrosporum. Excluyendo el H. gypseum., la
mayoria de especies de Hicrosporum aisladas fueron inhibidas a
0.9 pg/ml. Las 4 especies aisladas de E. floccosun fueron
inhibidas por 0.25 pg/ml.

S. SISTEMA DE SOLVENTE EMPLEADO

Estudios subsecuentes de la actividad zn vitro del bifonazol
v de otros imidazoles plantean diferencias en las CMI
reportadas, debido al sistema de solvente empleado. El que se
maneja comiunmente es el DMSO (dimetil sulfaxido) (24). Otro
solvente, que también se wutiliza con este Fin (3D, es el
etanol sOlo que los resultados de la CMI  se pueden presentar

mas bajos.
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6. DEPENDENCIA DE LA ACCION DEL BIFONAZOL EN EL pH

La 'accién del bifonazol contra hongos levaduriformes vy
filamentosos muestran su mawimo a pH de &6.7=-7.4 en medio de
Kimming. La actividad del bifonazol para los dermatofitos se

ercuentra a pH de 4-7 (33).

Una abservacidén que se plantea con respecto al bifonazol es
la de disolver en agua a pH neutro, recomendandose no exceder
de 1 pgs/ml (31).

7. COMPARACION ENTRE EL METODO DE DILUCION EM AGAR Y EL METODO
DE DILUCION EN cALDO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA in vitro.

Los valores del CMI del bifonazol frente a levaduras y
hongos filamentosos se determind en el medio de agar dextrosa
Sabouraud y en caldo destrosa Sabouraud. En  1o0s estudios
realizadas no se observé diferencia alguna de su actividad en

ambos medios.
2.2.6 ESTUDIOS 1n wvitro

De la gran cantidad de estudios reportados sabre el
bifeonazel (14,15 ,1C,21,25 .27 ,35 40 41 ), se pueden resumir tres

conceptos importantes.

1. El efecto terapéutico es muy convincente después de

aplicacian tépica en las dermatofitosis experimentales.

2. Para presentar wuna accion fungicida frente’ a los
dermatofitos sé6lo se requieren concentraciones terapéuticas

aceptadas.

3. La retencion prolongada en la piel después de una sola

aplicacion topica es buena.

Factores gue reducen las aplicaciones maltiples, por lo que
también se reduce el tiempo de tratamiento de las dermatomico-—

sis.
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2.2.7 ESTUDIOS TOXICOLOGICOS
TOXICIDAD AGUDA

Se realizd en ratas, ratones, conejos y perros, empleando
administracisn oral e intravenosa. Los resultados indican que
la sustancia por via oral es ligeramente toxica, mientras gue

por via intravenosa el aumento de la toxicidad es marcado.
IRRITACION DERMICA Y OCULAR

Se probé la crema y solucion de bifonazol al 1% en conejos

en_los cuales no se observd signo alguno de irritacién.
TOXICIDAD DERMICA SUBAGUDA

Se realizé un estudio con conejos. el cual se dividio en
dos grudpes. Al primero se le aplicaron 3Q0 mg de crema vy
soluwcion con bifonazol al 1% vy al segunda se le aplicaron la
misma soluciéon y crema, pero sin bifomnazol. A la semana del
estudio se observaron en ambos grupos un ligero eritema en la
piel previamente daftada efecto que se atribuyd al
2-octildodecanol en la crema y al isopropil miristato en la
salucitn. FAmbas sustancias son  bien conocidas por producir

irritacién en la piel del conejo, pero no del hombre.

Investigacciones hematolégicas quimico-clinicas, patoanato~
micas e histopatolégicas de los 4rganos mAs importantes no

revelaron evidencia alguna de dafo adjudicable al tratamiento.
TOXICIDAD ORAL

Los estudios se realizaron ton ratas y conejos.

En ratas: se administré bifonazol por alimentacion forzada
a 20 machos y 20 hembras. a dosis de 0, 10 y S50 mg/kg durante &
meses, Estudios clinicos, hematologicos,. quimico-clinicos e
histopatolégicos mastraron gque a una dosis de 10 mg/kg, no hubo
efectos colaterales. mien:ragq que a dasis de 5O mg/kg, el



crecimiento de los animales machos se retardé. Los valores de
hemoglabina se redujeron y logs reticulocitas se elevaron en

animales de ambos sesxos.

En perros: el primer grupo de 4 machos y 4 hembras, se les
administraron capsulas con dosis de 0, 3, 10 ¥ 30 mgr/kg durante
6 meses. Al segundo grupo de 2 machos ¥y 2 hembras, 1la dosis

" administrada fue de 0.3 y 1.0 mg/kg durante 3 meses.

La dosis mas alta no fue tolerada: los perros en el grupo
de 30 mg/kg muriercn en el lapso de la cuarta semana o tuvieron
que ser sacrificades cuando se encontraban  moribundos. En la
misma semana se realizaron pruebas quimico-clinicas e
histopatolégicas revelando que la dosis de 3 mg/kg o por encima
de ésta causd dafio a las células hepaticas. Siendo la dosis de

1 mg/kg la dnica que no presentd efectos adversos (38).
ESTUDIOS DE REPRODUCCION

Los efectos del bifonazol sobre la fertilidad. el embrién y
en el desarrollo peri y postnatal se han estudiado en coneios

v ratas.

El bifonazol a dosis abajo o iguwal a 40 mg/kg npo tiene
efectos adversos en la fertilidad o reproduccidn de las ratas.
No presentando ningan efecto en la segunda y tercera

generacian.

ESTUDIOS DE EMBRIOTOXICIDAD

En ratas, dosis iguales o inferigres a 30 mg/kg no causaron
efectos embriotéxicos o teratogénicos. Una dosis de 100 mg/Zkg
fue tobuica para la madre Yy ocasiond retarde fetal, efecto que

se considerd secundario al de la madre.

€n el estudio con conejos no se ohservan efectos adversos a
la dosis de 10 mg/kg, sin embargo con dosis de 30 mg/kg se
aprecid un marcado efecto embriotoxico, va que los embriones

30



fueron completamente reabsorbidos en 10 de L1 animales madres.
ESTUDI1OS DEL EFECTO DEL DESARROLLO PERI Y POSTNATAL

* S8e realizod en ratas con dosis de 20 mg/kg no presentando
efecto adverso alguno. Con 40 mg/ko los rgsultadus mostraron
alta toxicidad para 1a madre después de la quinta dosis via
oral, hecho que aumenté el indice de abortos. No hubo deterioro

en la fertilidad en los apareamientos posteriores (38).



CAPITUL O W
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3.2 MATERIAL
S.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Muestras de pacientes con diagndstico de probable tiba,
recolectadas en formas de escamas o pelos, en el tLaboratorio de
Micologia del Servicio de Dermatologia del Hospital General de
Ménico, S.5., en el periodo de enero a agosto de 1991.

3.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO

Asas micolbgicas

Bisturies -
FPincas depilatorias

Finzas planas

Porta y cubreabjetos

Cinta adhesiva {scotch)

Algadon

Mechero Bunsen

Espatula de aluminio

Tijeras

Embudo de filtracién de vastago largo

Papel filtro Whatman # 20

Papel de estraza y papel copia para envoltura
Agujas de diseccion

Varillas de vidrio

Cinta testigo

Etiquetas : ‘-
Gasas

Gradilia para 40 tubos

Papel engomada {masking tape)

Tubos de ensaye de 16 x 150 mm

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm

Frobetas de 200 y 250 ml

Frascos viales de 10 y 20 ml con tapan de goma
Vasos de precipitado de 100 y 250 ml

Soporte universal
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Matraces Erlenmeyer de 20 y SO0 ml
Termometro de 100°C

Pipetas graduadas de 0.2, 1.0; 5.0 y 10 ml
Micropipetas de 50 uil

Cajas de Petri desechables

Hisopos estériles

3.2.3 EQUIPO -

Incubadora Riossa

Autoclava Metron

Microscapio 4ptico Carl Zeiss

Balanza granataria Ohaus capacidad 2610 g
Balanza analitica Mettler H51AR

Horno Riossa

Refrigerador Whirlpool

Estufa Fraga

3.2.4 REACT1IVOS MARCA
Hidroxido de potasio® Merck
Hidraexido de sodio comercial Quimica
Etanol absoluto® Laitz
Dextrosa monohidratada®* Baker
Fenol® Sigma

3.2.4.1 COLORANTES

Rojip de fenol* Sigma
Azul de lactotfenol® Sigma

¥ Grado analitico
3.2.4.2 FARMACO
Sales de bifonazol (BAYh 4502)

3.2.4.3 MEDIOS DE CULTIVO

Dinamica

Agar dextrosa Sabouraud Bioxon



Agar micosel Difco

Caldo dextrosa Sabouraud Bioxon
Agar bacteriolégico Bioxon
Caldo urea bifco
Agar DTM (Dermatophyte test medium) Difco
Agar PZ + 1 % de dextrosa Bioxon

3.2.5 PREPARACION DE REACTIVODS, COLORANTES ¥ MEDIOS DE CULTIVO

~ Hidroéxido de potasio al 10 % :
Hidroxido de potasio (KOH) 10 g Agua destilada 7?0 ml.

= Azul de lactofenol :
Azul de algodén (de anilina) 0.05 g Glicerol 40 ml Fenol
(cristales) 20 g Acido lactico 20 ml Agua destilada 20 ml.

Agar DTH

Fitona 10 g Dextrosa 10 g Gentamicina 0.1 g Cloramfenicol
0.1 g Rojo de fenol®™ 4 wml Agar bacteriolégico 20 g Agua
destilada 980 ml. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15

minutos.

Preparacian del indicador: Rojo de fenol 0.5 g NaOH (D.1iN)
15 ml Agua destilada 100 ml.

Agar PZ + dextrosa al 1 % :
Pulpa de zanahoria 20 g Pulpa de papa 20 g Agar bacterioldgico
20 g Dextrosa 10 g pH 5.6 Agua destilada 1000 ml.

Preparacién: las pulpas maceradas se hierven a fuego lento por
1 h, posteriormente se filtran en gasa y se le adiciona al
filtrado 1la dextrosa y la cantidad respectiva de agua para

completar 1 L.

Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.



3.3 METODOLOGIA

3.3.1 VALORACION MICOLOGICA
TOMA DE MUESTRA:

Recibir y recolectar la muestra en un portacbjetos, si se
trata de una lesion de tika de la piel lampifa, emplear otro
portacbjetos para raspar las escamas, i es una ufa la
afectada, emplear un bisturi raspando la parte del Aarea dafiada,
en el caso de pelos, utilizar una pinza de depilacién para

arrancar y colocar sobre portaobjetos.

En todos los casos dividir la muestra en dos partes para su

observacion y cultivo.
EXAMEN DIRECTO:

Colocar la muestra en un portacbjetos con una gota de KOH
al 10 4 20 Yy colocar cubreobjetos encima y flamear
apraximadamente 10 segundos caon el fin de aclarar la muestra.
Postericrmente, observar al microscépio. Se considera una
muestra positiva al encontrar filamentos, largos, tabicadaos y
en ncasiones artrocporados. Para valorar la muestra se sigue un
criteriac de cuantificacion de 1los filamentos que parasitan
{las células epiteliales y/o el pelo) en porciento y

equivalencia en cruces (+).

nnnu

HUNR

++4+4+

CULTIVO DEL. MATERIAL:

Sembrar el sobrante de las escamas y/o pelos en un tubo con
agar Sabouraud, agar micosel y agar DTM. Incubar de 7 a 21 dias
a 27°C.

3.3.2 TIPIFICACION DE LAS CEPAS
CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS:

Observar el anverso y reverso de las colanias, anotando sus
36



caracteristicas (tamafo, color, forma, pigmento, aspecto, tex-—

tura,

etc. ).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS:

Realizar un examen

con cinta adhesiva (scotch),

directo,

tomando un poco de la colonia

la cual se coloca en portacbietos

con una gota de lactofenol azul y poner un cubreobjetos encima.

Para lograr la identificacién de los dermatofitos, observar
el tipo de macro y/o microconidias, ademas del tipo de micelio
(Ver cuadro # 4).

CUADRDO # 4
DERMATOFITO MICROCONIDIAS  MACROCONIDIAS MODALIDADES MACROMORFOLOGIA
+ « Colonia bloncaveilssg
Tetchophyten | FEE= son| =D Micallo o putverulenta.
fubrum . delgado
%’Q - Pigmanto rojo
+ Clomidosporas =~ Colonia belge cerebri-
=%° ‘e =O1D forme o croteriforrs
—_——
nIuf L o + _a— - Plgnanto café
2 4+ |Zardios  Espiies | colonlabiancavetiosa
e, | T ¢ | =T G | o putenents
‘et
v.‘.,.:-.‘. E ~ Sin pignento
! Mas de 6 smpios qu'.ﬁ.u. ’ = Colonia vellaso piono )
ol y rodicl
[ ] ] - — T e
o -5 =+ * @ ~ Pigmento cmoriilo-na
ranja
- Mence de 6 seplcs
~ Colonlo boige poivasa
Microwerym, ? o . Encaso
arpsem, = g micelfo - Sin pigmento
Clamidosporas ~Colonla belge cerebri-
orme
—N—
Seen W prassnts i & . T ~Pigmento amatillo
i verdoso
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FPRUEBA ESFECIALES:

Emplear en el caso de que la cepa no dé o presente escasas
farmas de reproduccién. Estas pruebas se realizan con el agar
PZ + 1 4 de deutrosa, medio cuyo fin es la produccién de
pigmento de T. rubrun, diferenciandolo asi de T.
mentagrophytes, el cual macroschpicamente presenta las mismas
caracteristicas que el primereo. Con el misma fin se enmplea la
prueba de ureasa. Esta nos permite la diferenciacidn entre 7.
mentagrophytes y T. rubrun, siendo positiva para el primero
(2,11 )

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD:

De acuerdo a la metodologia propuesta por Plempel, Berg,
Blchel & abbink (30),

~ Tomar con el asa una porcién de la colonia aislada e inocular

en caldo dextrosa Sabouraud.

- Incubar a 27°C, hasta que aparezca una leve tubidez {20 a 24
horas).

—~ Ajustar la concentracion fangica, & uma turbidez comparada
con el 0.5 de la escala de MacFarland. El ajuste se puede
hacer directamente sin necesidad de incubar, aunque no es muy

recomendable.

~Inocular el agar dextrosa Sabouraud con una micropipeta de 50
rl la suspensién de conidias (10®-10% UFC) y con un hisopo
ectéril sembrar en forma masiva las placas en tres direccio—
nes para obtener un sembrado uniforme que abarque toda la

superficie del medio.

~ Dejar reposar la caja inoculada por 5 a 10 minutos para que
éste seque.

a) Dependiendo de la sensibilidad de la cepa, poner de 1 a 4

discos, los cuales se distribuyen uniformemente en la caja,
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de tal manera gue se pueda prevenir una superposicién de las
zonas de inhibicibn y separades del borde de la caja por 15

mi.

b) Colocar los discos y presionarlos ligeramente sobre el agar

para asegurar un contacto completo con la superficie.

c) dejar reposar la placa en refrigeracién durante 30 minutos

para permitir una mejor difusion del antimicotico.
- Incubar la caja a 27°C durante 5 a 7 dias.
— Medir los halos de inhibicién con Vernier, regla o plantilla

por ¢l fondo de la caja.

Interpetacion:

Resistentes < L0 mm
Sensible 2 11 mm
Fuertemente sensible 2 20 om

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

En este trabajo se valoraron los resultados estadis-
ticamente por el método de la Jji—-cuadrada (X?), debido a gue
esta es una prueba que permite analizar dos o mas parametros
con diferentes valores de determinacion. ~Donde se maneid una
probabilidad significativa del 95 #%.
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4.1 RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este trabaio se presentan en

una serie de tablas y graficas para mayor :lariqad.

Los datos presentados en las tablas 1 a 5 rednen tos
resultados del pracesamiento de cada cepa, desde la
cuantificacidn en cruces del examen directo de 1la muestra
clinica, los medios utilizados coma primocultivas para el
aislamiento, las pruebas especiales para la tipificacion,
hasta llegar al agente etiolégico identificado. Cada tabla va
seguida de su respectiva grafica para simplificar la

interpretacién de estos resul tados.

La tabla & es una representacién muy ilustrativa de todos
los datos manejados en este trabajo, vya que incluye el numero
de casos aislados por especie de acuerdo al Area anatéamica ‘en

estudio ¥ su respectivo porciento individual ¥y acumulativo.

Las graficas 7, 8 y 9 muestran la sensibilidad {acumulativa)

de los dermatofitos por género frente al farmaco.

La grafica 10 ilustra las diferencias en la sepsibilidad

por especie de un mismo geénero {en este caso Tricophyton).

En tanto que la grafica 11, representa la comparacién de la

sensibilidad al antimicotico, segun cada género aislado.

Por Gltimo, la tabla 7, es apenas una reducida esquemati-
zacion del manejo estadistico que se realizo con los resultados
abtenidos en este trabajo. Sin embargo, incluye todos los datos

necesarios para llegar a una interpretacitn.

Es conveniente hacer natar que en esta tabla se manejan
sblo las 2 primeras concentraciones estudiadas en este trabajo

ya que son las que presentan el mayor numero de datos.

No oabstante, a la gran diferencia de parametros en la
evaluacién estadistica de los resultados, se puede observar que

conducen a una interpretacitn de valor significativo.



TaBLA 1
Aislamiento v tipificacion del agente etiol6gico
por. drea anatémica ( Pies ).

B . PRIMNMD
CEPA EX.’I_)IRECTD CuLTiIVODS PBAS. ESPECIALES AGENTE
“{ KOH ) SAB MIC| DTN UREASA PzZ* ETIOLOGICO
1 2+ c + + NSR HSR E. floccosum
2 1+ + 1 + - + 7. rubrunm
3 3+ + + + - + T. rubrum
4 4+ c + + - + T. rubrum
E] i+ c + + - + T. rubrum
& 9+ c + + - + T. rubrum
7 2+ c + + - + 7. rubrum
] 2+ c + + - + 7. rubrum
] 1+ c + | +/C - T. mentagrophytes
10 1+ +/C + c + - 7. mentagrophytes
11 3+ + + - + 7. rubrum
12 4+ +/C + + - + 7. rubrum
15 1+ Cc + S - + T. rubrum
14 2+ S C | +/C - + T. rubrum
15 i+ + 8 + - + T. rubrue
16 a4+ + + + - + T. rubrum
17 1+ c ] s - + T. rubrum
18 2+ c + + - + T. rubrus
19 2+ c + | +/C NSR HSR E. floccosum
20 1+ S +/C - + T. rubrum
P2% = Medio de papa - zanahoria

Los cultives se evaluaron entre la la. y 3a. semana de
crecimiento. La tabla se interpreta como sigue: (+) buen
crecimientos; (S) sin crecimiento: (C) contaminaciéng (+/C)
crecimiento Yy contaminacian. Las pruebas egpeciales se
evaluaron entre el 20. ¥ 5So. dia de inoculadas. Los datos
se interpretan asi: (=) sin vire; (+) con vire, (NSR) no se

realizé.
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GRAFICA I

Prevalencia del agente etioldgico
Area anatdmica: Pies
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T ABLA 11
Aislamiento ¥ tipificacién del agente etiolégico

purrérea'énata;nica { UMas ).

R R t $ §‘9‘g S | PBAS. ESPECIALES
CEPA EX.DIRECTO AT, AGENTE
s St ETIDLDGICO
(. KoH ) SAB[ MIC [DTH UREASA PZ*

1 R AR s +-185 - * T. rubrum

2 c [ + + - T. mentagrophytes
3 3 + s + - 7. mentagrophytes
4. c + s - + T. rubrum

5 : + s s - + T. rubrum

6 c c + - + T. rubrum
7 3+ st s |+ - + T. rubrum

a 1+ + + + + + T. mentagrophytes
9 3+ + § T - + T. rubrum

10 1+ C + S + - 7. mentagrophytes
11 1+ c + S - + T. rubrun

12 2+ c C + + - 7. mentagrophytes
13 1+ [ [ + + - T. mentagrophytes
14 1+ c + S + - T. mentagrophytes
15 1+ [ + + + - T. mentagrophytes
16 2+ S + S + - T. mentagrophytes
17 4+ S S + - + T. rubrum

18 4+ + s s - + T. rubrum

19 2+ Cc + c + - T. mentagrophytes
20 a+ s + s - + T. rubrum

PZ* = Medio de papa — zanahoria

Los cultivos se evaluaron entre la la. ¥ 3a. semana de cre-—
cimiento. La tabla se interpreta como sique: (+) buen crecimi-
entos (S) sin crecimienteo; (C) contaminacién; (+/C) crecimien—
to vy contaminacién. Las pruebas especiales se evaluaron entre
el 20. y S0. dia de inoculadas. Los datos se interpretan

asiz (-) sin vire: (+) con vire. (NSR) no se realizé.
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TAB L A - III
Aislamiehtn»yr tipvi‘fi:ac»i‘ﬂ.n,'del agei‘)te etiolégito
_par area anétomica er| '

R 'PBAS.- ESPECIALES
CEPA EX.DIRECTO|" ; iy AGENTE
¢ KoM o7y ETIOLOGICO
1 + ‘| 7. rubrua
2 + T. rubrum
3 * M. canis
q 4 g g X #. canis
3 3+ ¥ L e - 30 B - + T. rubrum
& t+ c.los le - + 7. rubrum
7 1+ g liv s - * T. rubrum
8 1s PO A - + 7. rubrum
9 1+ + § + NSR ¥ N canis
10 1+ Cc + + NSR * H. canis
11 1+ + 3 + NSR '] NSR E. Tloccosum
12 2+ [ + S ~ + T. rubrum
13 1+ [ + + - + T. rubrum
14 3+ s + + - + T. rubrun
15 1+ + C s - + I. rubrua
15 1+ + c s - + T. rubrum
17 1+ c + s - + 7. rubrun
18 1+ + S + NSR NSR E. Floccosum
19 1+ + + + HSR x H. canis
20 . 1+ [ + s NSR x #. canis

PZ* = Nedio de papa - zanahoria

Ltos cultivos se evaluaron entre la la. y 3a. semana de cre—
cimiento. La tabla se interpreta como sigue: (+) buen crecimi~
entos (S) sin cgrecimienta; (C) contaminacién; (+/C) crecimien—
to ¥y contaminacién. Las pruebas especiales se evaluaron entre
el 26. y 50. dia de inoculadas. Laos datos se interpretan
asi: (=) sin vires (+) con vire, (N5R) no se realizoés
(%) ligero pigmentgamarillo.
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TABLA v

Aislamiéntn y tini?icacién del agente etioclogico
por Area anatéamica (:Cabe=za y barba ).

cy E $ { g g S{ PBAS. ESPECIALES
CEPA| EX.DIRECTO AGENTE
{ KOH ) SAB} MIC |DTM UREASA P22 ETI0LAGIEO

1 Ectoendotrix -] + + + - 7. mentagrophytes
2 Ectoendotrix + + + - + 7. mentagrophytes
3 |Ectoendotrix s + |+ HSR * K. canis

4 |Fil 2. endotrix| + + |+ HSR * M. canis

5 |Ectoendotrix € S + HSR X T. canis

& |Fil. enddtrix +/C + I+ NSR + T. ecanis

7 [Ectoendatrix + + |8 HSKR X T. canis

8 |Fil. endotrix c |+ HSR * T. canis

? JEctoendotrix + S S HSR ¥ Ha canis

10 )Ectoendotrix +/€ + + HSR * He canis

11 JFil. ectotrix + + ]+ HSR ¥ H. canss

12 Fil. ectotrix +/C + |+/C NSR * He canis

13 |endétrix + + + SR X H. canis

14 |Fil, endotrix S + 1 C NSR HSR 7. tonsurans
15 JFil. endétrix + cls HSK NSR }7. tonsurans
16 |ectrotrix + + ] C HSR ¥ H. canis

17 |Fil. ectotrix [74:3 B I NSK x "IN canis

18 [ectoendotrix C + |8 NSR x H. canis

19 [Fil. endotrix c + $ HSR x H. canis

20 |enddtrix 3 + + HSR NSR |#. tonsurans

Donde PZ* = medio de papa y zanahoria, y fil= = filamentos

Los cultivos se evaluaron entre la la. y Ja. semana de cre-—
cimiento. La tabla se interpreta como sigue: {+) buen creci-
miento;<S> sin crecimiento: (C) contaminacién; (+/C) crecimien-—
to v contaminacién. Las pruebas especiales se evaluaron entre
el 20. ¥ S50, dia de inoculadas. Los datos se interpretan
asi: (~) sin vire; (+) con vire, (NSR) no se realizo;
(%) ligero pigmento amarilla.
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GRAFICA IV

Prevalencia del agente etioldgico
Area anatdmica: Cabeza y barba

T. mentagrophytes
10 %

@. tonsurans
15 %

. canis
%%




T AB'LA .V

Aislamiento y tihifiéacicn del agente etiolbgico

por 4rea’anatémica

CEPA | EX.DIRECTO). ; .| PBAS. ESPECIALES AGENTE
ke y T URERSA | Pzt ETIOLDGICA
i 1+ N Co ]+ S + T- rubrum
2 3+ Ta by + - + T. rubrum
3 1+ € + + - + T. rubrum
a 2+ c e c - . T. rubrum
£ a4+ Cc c + - + T. rubrum
] i+ H + + - + T. rubrum
7 q+ + c o] - + T. rubrum
8 1+ c c + - + 7. rubrum
? 3+ + + + - + T. rubrum
10 3+ + S + - + T. rubrum
11 2+ C € +/C - + T. rubrum
12 2+ + + + - + T. rubrum
13 24+ + +/C - + T. rubrum
14 1+ +/C + + - + T. rubrum
15 a4+ + + +/C - + T- rubrums
16 2+ 5 + S - + T- rubrum
17 3+ +/C + s .- + T- rubrum
18 I+ 5 + + - + T. rubrum
19 1+ + ] + - + T- rubrum
20 1+ + [ o+ - + | 7- rubrum

PZt = Hedio de papa - 2anaharia

Los cultivoes se easvaluaron entre la la. y 3a. semana de cre-
cimiento. La tabla se interpreta como sigue: (+) buen crecimi-
entos (S) sin crecimiento; (C) contaminacién; (+/C) crecimien—
to y contaminacion. Las pruebas especiales se evaluaron entre
el 2q. y So. dia de inoculadas. Los datos se interpretan
asi: (-) s=in vire; {+) con vire.

49



GRAFICA V

Prevalencia del agente etioldgico

Area anatdmica: Ingle

. rubrum
100 %




TABLA VI

RELACION DE LA DISTRIBUCION POR ESPECIE DE ACUERDO
AL AREA ANATOMICA EN ESTUDIO

AREA ANATOMICA

Especie CABEZA CUERPO INGLE UNAS FIES No. total de
especies
aislada No. No. % No. % |No. % |No. % aisladas
{agng Z.) cneng £neqg £asng r£ases
. rubrum 12 60| 20 100] 10 s0( 18 80 58
M. mentagrophytes 2 10 10 50 2 10 I23
M. canis 15 75 8 30 et
£. floccogum 2 10 2 10
T. tengurans a 15 it
No. total de casos
por area anatémica 20 20 20 20 20




GRAFICA VI

Prevalencia de agentes aislados en
100 pacientes con dermatofitosis

D: 58.0 %

A 14.0 7
C: 21.0 %
A: ©. Menlagrophytes C: A, cunis
B: £. Floccosum D:T. rubrum

E: ©. tomsurans
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GRAFICA VI

Sensibilidad de las especies
de Trichophyton
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GRAFICA VI

Sensibilidad del #licrosporum

canis
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GRAFICA IX

Sensibilidad ar Epidermophylon floccosum
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GRAFICA X
Diferencia en la sensibilidad de las

especies de Urichophyion aisladas
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. GRAFICA XI
" Comparacion de la sensibilidad de los

eneros aislados frente al bifonazol
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1) INTERPRETACION:. De los datos por especies en Trichophyton

En ambas concentraciones existe diferencia significativa,
indicando que a o.1 Hg/ml 7. Mentagrophytes se comporta como
la especie 'ﬁenos sensible (83 % de resistencia), Yy a 0.3
ng/ml esté misma especie sigue siendo resistente, aungue en

menor propercion ( 43 %4 ).
2) INTERPRETACION: De los datos por géneros de dermatofitos

En ambas concentraciones valoradas, parece ser Hicrosporunm
el género menos sensible, ya que el 86 % de las cepas mostraron
resistencia a concentracion de 0.1 pg/ml ¥y un 42.9 Z a 0.3
pa/ml mientras que los géneros Trichophyton y Epidermophyton
muestran una sensibilidad de casi el 100 %.

3) INTERPRETACIONM: De los datos de 7. rubrum de acuerdo al
sitio de aislamiento

A una concentraciéan de 0.1 pug/ml el aArea que parece tener
la especie mé&s resistente se considera “uffas”, va gue
unicamente el 20 % son sensibles. mientras que las demas areas
saobrepasan el &0 % de sensibiladad.

£1 valor obtenido (p : 0.23 ) a una concentracion de 0.3
rg/mi  no es estadisticamente significativo para hacer
interpretacién alguna.

4) INTERFRETACION: De los datos T. mentagrophytes de acuaerdo
al sitio de aislamiento.

A 0.1 ng/ml las cepas aisladas de uflas ¥ cabeza presentan
una resistencia del 100 % mientras que en pies la sensibilidad
es del 100 %. ’

El valor obtenido ( p : 0.1224 a una concentracién de 0.3
ug/ml no @s estadisticamente significativo para hacer

interpretacion alguna.

& En la ji-cuadrada cuando p es 4 a 0.05 los datos son
estadisticamente significativos.
¥¥ Todos los datos presentados en la tabla 7 fueron tratados
per un programa bicestadistico en computadora.
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TABLA

ESTA TESIS MO BDEBE
SALIR BE LA BIBLIGTECA

vII

VALORACION ESTADISTICA POR

ELL METODO DE LA JI-CUADRADA (X%}

1. Analisis de datos por

concentraciones de:

ji—cCuadradasz

P

grados de libertad:

especies de Trichophyton. A
0.1 Hg/m} 0.3 pg/ml
10.75 13.10
0.004 G.001
2 2

2. Analisis de datos

por géneros de dermatofitos. A

concentraciones de
ji-cuadrada :

P s

arados de libertad

0.1 ng/ml 0.3 pg/kl
9.35 10.27
©.005 Q0.006

2 2

3. Analisis de datos de

7. rubrum de acuerdo al sitio de

aislamiento.

concentraciones de

Ji-cuadrada 3

p

grados de lihertad

0.1 wpg/ml 0.3 pg/ml
10.99 4.27

0.01 0.23

3 3

4. Analisis de datos
de aisltamiento.

de 7. mentagrophytes de acuerdo al sitio

concentraciones de
ji~-cuadrada :

P :

grados de libertad

0.01 Hg/m 10.3 ug/ml
14.0 4.2

0.000% 0.1224

2 2
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4.2 DISCUSION DE RESULTADOS

En  este  estudio se aislaron los 5 dermatofitos mas fre-—

cuentes reportados en la literatura mexicana (10),

La tipificacion de todas las cepas practicamente no fue
problematica ya aque siguiendo las caracteristicas macro y
microscopicas, siembra en medios especiales y algunas pruebas
bioguimicas se determinaran las especies. Las técnicas de
microcultivo no fueron necesarias para la tipificacidn de los
hongos. ya que todos presentaraon sus caracterfisticas
principales en los primoaislamientos, pudiéndose observar la
mayoria de Tformas de reproduccién con séla la técnica de

observacién directa simple y/o0 con scotch.

De acuerdo al aislamiento de los dermatofitos en los 5 ti-
pos de tifias m&s frecuentes, se encontrd un predominio de
T. rubrum, en 58 7% de lous casos. dato que concuerda con la
mayoria de autores (3,6,34). Sin embargo. este dermatofito
nunca fue aislado en tifias de la piel pilosa, lo que indica un
clare tropismo hacia tiflas de la piel lampifla, teniendo su
mayar porciento en area de pies e ingle (80 y 100 Z

respectivamente ).

El segundo dermatofito aislado fue #. canrs obteniéndose 21
cepas ( 21 7% ), de las cuales, 15 correspandieron a tiffa de la
cabeza. Si se hace un analisis de las casos de esta dermatosis,
se observa qQue esta especie es su principal agente etiolégico,
pues solamente se aislaron 3 especies de T. tonsurans; lo cual
indica que la etiologla se ha invertido, por que anteriormente
se reportaba{ll,42) a este ultimo como el principal causante
de la tiMa de la cabeza. 8Sin embargo, esta etiologia ha estado
cambiando en la Gltima década probablemente por la sensibilidad
a los antimicéticos gue han surgido (2). Cabe citar gue dentro
de este grupo se incluyeron 2 casos de tifilas de la barba
causados por 7. nentagrophytes. entidad clinica que es
excepcionalmente rara en nuestro medio (13).

Por lo que respecta al analisis de 7. mentagrophvtes., éste

&0



es un dermatofito que se aisle preferentemente de ubas y pies.

Lo importante seria hacer un analisis un poco mas exaustivo
para determinar si estas cepas correspondieron a la variedad
Interdigitale; o bien, por 7. . interdigitale, que vya se
considera a nivel de especie por muchos autores. Entidad gue
tiene 1a propiedad de ser antropofilica estricta y cuyo
principal tropismo es pies ¥y ufas. Estas ultimas como

consecuencia de la infeccion cronica.

E. Tloccosum es un dermatofito que estadisticamente no ha
cambiado, ya que sigue aislado entre un 4 y 5 % (17 .39), numero

que coincide con nuestro estudio.

Por 1o que respecta a la estandaritacion de las pruebas del
bifonazol, se empled el método de Macfarland y el método para
determinar la sensibilidad por difusion en agar con

sensidiscos.

Estas tecnicas fueron representativas, como lo muestra el

estudio bioestadistico de los resultados.. Sin embargo. pese a

la gran variabilidad (30) de factores existentes en su
desarrollao, se probas gQue la wmetodologila empleada aunque
laboriosa es reproducible vy proporciona la informacian

requerida de la actividad antimicotica de un farmaco frente a

todas las cepas estudiadas.

De acuerdo con los datos abtenidos de la sensibilidad de
las cepas al bifonazel contra los grupos de dermatofitos
distribuidos por géneros, se observa que Epidernmophyton fue el
mas sensible. ya que los 4 aislamientos se inhibieron a 0.3
HQ/ml y la mayoria de especies de Hicrosporum se jinhibieraon a
0.75 pa/ml, dato que junto can el anterior corresponden a los
reportados en la literatura (35). Por otro lado., el
Trichophyton tuve una mayor wvariabilidad de los resul tados,

esto se debe probablemente a dos razones : i0. : a que casi &0

cepas ( 58 % ) correspondieron a T. rubrum, lo que aumenta la
probabilidad estadistica de obtener cepas menos sensibles, v
2a. : & que pre:isamcﬂtggste dermatofito es caonsiderado por la

&1



mayoria de autores (34) como uno de los mas resistente.

Haciendo un analisis por especies, los resultados obtenidos
indican que la sensibilidad de 1los dermatofitos estudiados,
presentando &sta en forma creciente ( de mayor a menor )} fue
el siguiente: E£. rloccosum, 7. topsurans, en igual cantidad 7.
mentagrophytes y M. canis y por Gltimo 7. rubrum.

A pesar de que el numero de cepas aisladas no fueron
homogéneas s hizo €1 estudio estadistico correspondiente, de
acuerdo a la ji-cuadrada ( x?), corroburandase por el numero
exacto de Fisher ( datos que no se incluyen por corresponder a
los de la %2 ). Resultados que indican que nuestro estudio es

estadisticamente comparativo y significativo.

Resumiendo, los resultados de la actividad del bifonazol
in vitro frente a las 100 cepas aisladas de dermatofitos
comprueban que éste farmaco tiene un fuerte poder antimicotico
a intervalos de concentracién muy pegueffos. En este estudio la
mayorta de cepas fueron sensibles a contentraciones de 0,75
ng/ml y todas las cepas fueron inhibidadas a concentraciones de
1.5 pg/ml o por arriba de ésta. Correlacionando estos datos
con 1los observados por los autores (43) que midieron la
ahsorcion del farmaco en las diferentes cepas de la piel, se
tiene que, usando el bifonazol topicamente en base de crema,
gel o solucién al 1 % en voluntarias sanos ¥ enfermos, se
alcanza una concentracidn que fluctia entre 1los 200 y 1000
#g/ml. Valores que si se <comparan con nuestros resultados,
indican que al ser inhibidas todas las cepas a una
concentracion > 1.5 ug/mi. se puede deducir gque dicho
medicamento es sumamente efectivo ya que se obtiene in vivo de
130 a 4600 veces m&as la concentraciéon necesaria para matar
cualgquier dermatofito que esté parasitando. Ademas de que el
exceso de concentracién no provoca ningdn efecto colateral, y
es Gtil en otro tipo de infecciones como candidosis, Pitiriasis
versicolor, eritrasma y ain en algunas infecciones por Gram
positivos y Gram negativos (25). Estos ultimos pudiendo estar
agregados en una tifla impetiginizada.
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Analizando las propiedades del bifonazol, independiente-—
mente de lo descrito con anterioridad, se sabe que tiene un
periodo de vida media muy alto, gque fluctha entre 34 y 48
horas, 1lo que 1lo hace ser un farmaco activo, altamente
penetrable y perdurable.
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CAPITULO V



C ONCLUSIONES

Se establecid 1la prevalencia de los dermatofitos en las
tifas mas frecuentes en puestro medio:

El mas Frecuentemente aislado: 7. rubrum en SB % de los
casos Yy, el aislado con menos frecuencia: 7. teonsurans en
3% .

La prevalencia de dermatofitos por distribucion topogra-
fica fue:

en cabeza M. canis 75 %

en cuerpo 7. rubrum &0 %

en ingle 7. rubrum 100 %

en uflas 7. rubrum y T. mentagrophytes 50 vy 50 %
en pies 7. rubrunm 80%

En este estudio el bifanazol se comportd camo  un
antimicotico fuertemente activo - frente a las cepas
aisladas. Su concentracian minima inhibitoria fue de 1.5
Hg/ml.

Se observd el comportamiento de los dermatofitos dependien—

da del tipo de tima, encontrandose que el menos
sensible (o mas "rebelde") fue 7. rubrumn y T. mentagrophytes
aislado de uhas, junto con M. canis aislado del cuerpo.
Y los wmas sensibles fueron, 7. rubrum aislado tambien del

cuerpo, Jjunto con £. floccosum aislado de pies.

En cuanto al método de difusién en agar, como prueba de la-—
boratorio para la determinacién de la sensibilidad
antimicoticas, se considera no recomendable por las

serias limitaciones que presenta.

€1 bifonazol es un antimicotico recomendable para los diver—
sas tipos de tifas de acuerdo con su presentacion
farmacéutica.
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