S0 VOO AT 7

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

CARACTERIZACION DE DERMATOFITOS CAUSANTES
DE INFECCIONES CRONICAS

T E S I S

PARA OBTENER EL TiTULO DE:
Bl O LO G A
P R E S E N T A

ISABEL CECILIA NERI BADILLO

DIRECTORA DE TESIS

M. en C. MARIA DE LOS ANGELES PATRICIA
MANZANO GAYOSSO

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., 2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd 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,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizado en la Unidad de Micologia del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina, Universidad Nacional

Auténoma de México.

Las instituciones participantes fueron el Hospital General “Dr. Dario Fernandez
Fierro” del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado y el Hospital de especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI del

Instituto Mexicano del Seguro Social.

Este trabajo estuvo incluido en el proyecto IN215615 apoyado por PAPIIT bajo la
direccion de la M. en C. Maria de los Angeles Patricia Manzano Gayosso.

Se agradece a PAPIIT IN215615 por la beca otorgada durante el afio 2015



IR AN Y =Yoo [T TN 1
I B B 1= 4 P o 1 o Y= F 1
I o 11 (o = WP 1
1.1.2.-GENEIOS Y ESPECIES. ...ttt it ettt et ettt et 3
1.1.2.1.-Clasificacion............ccuueuiiii e 3
1.1.2.2.-Sistemas de identificacion..............coviiiii 4
1.1.2.3.-MOrfologia. .......ouieiiieee e 6
I oo o o | - T 11
1.1.4.-Evolucion DIolOGICa. ... .....ocuiei i 14
1.1.5.-Factores de VIFUIBNCIA. ..o e 16
1.1.5.1-Biopeliculas formadas por hongos filamentosos............................ 20
1.1.5.1.1.-Modelo de biopelicula..........c.coooiiiiiiiii 21
1.1.5.1.2.-Formacion de biopeliculas por dermatofitos...................... 23
1.2.- DermatofitoSiS CrONMICAS. .....cueuie ittt ettt 24
1.2.1.-Manifestaciones CliNiCas. .........c.ccviiiii e 26
1.2.2.-EPIdemMIOIOgIA. ... eneeee e 28
L3 - AN UNGICOS. .ottt e 29
G T Y o 1) (0 1= VT 29
1.3.2.-Caracteristicas de las moléculas y mecanismos de accion................... 31
1.3.2.0.- TerbinNafina. ... 31
1.3.2.2.- AMOTOIINA. .. 32
1.3.2.3.- CiclopiroXolaminga. ... ...ccouiiiiii i, 33
1.3.3.-Resistencia a antiflngiCoS..........c.cooiii it 34
2.- Planteamiento del problema... oo 36
3.- Objetivo general..............ooiiiiiiiiii 37
4.- ODbjetivos PartiCUulareS....uv i s s 37
5.- Material Yy MEtOdO0...cuuiiuiiiiiiiiiiiiei i e 38
5.1- ASIATOS. ....oe 38
5.1.1.- Cultivo y purificacion de aislados......................cooooi, 38

5.1.2.- Identificacion de especies de dermatofitos y variedades de T. rubrum... 3q
5.1.2.1.- Fundamento de los medios y pruebas fisiologicas...................... 39

5.2.- Prueba de sensibilidad antifingica..............cooviiiiiiiiiiie e 41



5.2.1.- Solucion madre de los antiflNgiCoS. ..........covviiiiiiiii e, 41

5.2.2.- Caldo RPMI 1640. ... ..t 41
5.2.3.- Preparacion de diluciones de antiflngiCos ............coovieiiiiiiiiinininnns. 42
5.2.4.- Preparacion de microplacas con antifingicos............c..ccovviiiiiiinnnen. 42
5.2.5.- Preparacion de l0S iNOCUIOS. ........o.iviuiriiiiiiee e 45
5.2.6.- Unidades formadoras de colonias (UFC)...........cooooiiiiiiiiiiiie, 45
5.2.7.- Lectura de las placas de sensibilidad.................c.ccooiiii 45
5.2.7.1.- Concentracion minima inhibitoria (CMI)...........cccoooiiiiiiiiiinnn. 46
5.2.7.2.- Concentracion minima fungicida (CMF)............cccoiiiiiiiiiininn, 46
5.3.- Formacion de biopeliCulas. ..........coouiiiiiii 46
5.3.1.- Preparacion del inOCulo..............cooiiiiiiiii i, 46
5.3.2.- Fase de preadhesSiOn. ... . ..o 47
5.3.3.- Evaluacion morfolégica de la formacion de biopeliculas............... 47
5.3.4.- Cuantificacion de la masa de biopeliculas con cristal violeta.......... 48

5.3.5.- Cuantificacion de la matriz extracelular de biopeliculas con safranina 4g

5.4.- Analisis estadistiCo................oooiiiiiiii 48

B.- RESUIAUOS .euuiie it 50
6.1.- Variables epidemioldgicas de los pacientes.........cccoooviiiiiiiiiiiiiiiicieene, 50
6.2.- AiSlados. ... 52
6.2.1.- 1dentifiCcacion...........coieiri i 52

6.2.2.- Prueba de sensibilidad antifangica...............ccooviiiiiiiiinia, 56

6.2.3.- Formacion de biopeliculas. ...........cooiiiiiiiii 62

A 1T o ] o R 70
S 0 1] [ ] Lo = PP 79
O.- ADreViaCioNeS. ... ccuiiiiiiiiii i 80
O RN 1= 01 81

10.- Bibliografia.......c.cccviiiiiiii 92



1.- Antecedentes
1.1.- Dermatofitos

Los dermatofitos son un grupo de hongos altamente especializados adaptados para
invadir, colonizar y nutrirse del tejido queratinizado de los animales. Estos hongos
son capaces de producir enfermedad debido a que poseen la habilidad enzimatica
que les permite digerir la queratina, proteina elaborada por los queratinocitos de la
piel, para establecerse en la capa cérnea de la epidermis, ufias y pelos. Las

infecciones que causan son generalmente denominadas tifias o dermatofitosis ©.

El término dermatofito significa “planta de la piel” y proviene de las raices griegas
“dermatos” piel y “phyton” planta. Sin embargo, debido a que los agentes causales
no presentan relacion alguna con las plantas seria mas adecuado nombrarlos

dermatomicetes, cuyo sufijo se origina del griego “myketos” hongo 4.
1.1.1.-Historia

Los dermatofitos indudablemente han existido desde tiempos prehistoricos y han
infectado a humanos y otros animales por millones de afios. La primera referencia
registrada de una infeccion por dermatofitos es atribuida a Aulus Cornelius Celsus,
enciclopedista Romano, quien en su obra “De Re Medicina” escrita 30 a.C.,
describié una infeccion supurativa en la piel cabelluda a la cual denomino Querién,
del griego “Kerion” que significa “panal”. Posteriormente en honor a Celsus a esta

entidad se le designé Querién de Celso & 95,

En la edad media las dermatofitosis fueron descritas como tinea, nombre genérico
gue se le daba a varias especies de “polillas” que destruian la madera y/o telas,
debido a la similitud entre las marcas circulares dejadas en las prendas de lana con
las lesiones cutaneas producidas por los dermatofitos. En el siglo XVI Anglo Saxon
acuino el término “ringworm” (“anillo gusano”), de donde procede el nombre para
denominar a las infecciones causadas por dermatofitos. Por otro lado, hace alusiéon

a las placas circulares de piel inflamada y zonas de pelada 61347,



En el siglo XIX fue demostrada la etiologia fungica de estas infecciones de la piel.
En 1835 Robert Remak, en las costras de lesiones favicas, observé estructuras
microscopicas que semejaban varillas y capullos & °°. En 1839 Johannes L.
Schonlein describié la naturaleza fungica de dichas estructuras. En 1840 Remak
aislo el agente etiologico del favus en rodajas de manzana y en 1845 lo nombré
Achorion schoenleinii (Achorion: del griego ajords, costra de la cabeza). Entre 1841
y 1844, David Gruby describié al agente causal del favus, tanto clinica como
microscopicamente, estableciendo la naturaleza contagiosa de la enfermedad a
través de la demostracion del cumplimiento de los postulados de Koch 68 95, Este
investigador, también observo la invasion ectotrix del pelo, nombrando al agente
etiologico Microsporum (refiriendose a las pequefias esporas alrededor del pelo) y
describié la invasion del pelo endotrix por Trichophyton tonsurans 2% 2, El género

Trichophyton fue descrito por Per Hendrick Malmsten en 1845 7.

En 1910 Raymond Sabouraud publicé su obra “Les Teignes”, en la que incluyo
estudios de taxonomia, morfologia, métodos para el cultivo de dermatofitos y
tratamiento para las dermatofitosis. El clasificé a los dermatofitos en cuatro géneros:
Achorion, Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton, con base en los aspectos
clinicos de la enfermedad y en las observaciones microscépicas de la morfologia de
los macroconidios 22. Sin embargo, en 1934 Chester Emmons eliminé el género
Achorion basado principalmente en la morfologia de los microconidios y propuso la

distribucion de dermatofitos en tres géneros 4 68

La existencia de la fase teleomorfa en los dermatofitos fue reconocida por Nannizzi
en 1927, quien describié la formacion de cleistotecios en Microsporum gypseum y
lo denominé Gymnoascus gypseus. Més tarde Griffin confirmd la existencia de esta
fase en el género Microsporum y la re-nombré Nannizzia 4 8. Con la técnica del
anzuelo de queratina ideada por Raymond Vanbreuseghem, con crines estériles
para el cultivo, se descubrieron rapidamente los teleomorfos de varios dermatofitos
y hongos queratinofilicos relacionados °°. Dos nuevos géneros fueron creados para
incluir la fase teleomorfa de los dermatofitos, Nannizzia y Arthroderma, para

Microsporum y Trichophyton, respectivamente. En 1986 Weitzman et al. 8



definieron y seleccionaron unicamente al género Arthroderma, debido a que fue el
primero en ser descrito y las diferencias morfoldgicas entre Nannizzia y Arthroderma

no eran suficientes para justificar la existencia de dos géneros separados.

Los estudios fisiologicos y nutricionales de los dermatofitos iniciados en la
Universidad de Columbia por Benham R. y Silva M. entre 1952-1953 % 85y en el
Centro de Control de Enfermedades, en Georgia, por Ajello L, Georg LKy Camp LB
en 1957 5 30 simplificaron la identificacién de los dermatofitos y la reduccién del

namero de especies y variedades.
1.1.2.-Géneros y especies
1.1.2.1.-Clasificacion

La clasificacion actual de los hongos propuesta por Hibbett et al. (2007) 46 plantea
un reino, un subreino, siete phylum, diez subphylum, 35 clases, 12 subclases y 129
ordenes, de los cuales los dermatofitos se agrupan en los taxones mostrados en el

cuadro 1.

Cuadro 1.- Clasificacion actual de los dermatofitos de acuerdo con Hibbett et al. (2007) 46

Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Eurotiomycetes
Subclase: Eurotiomycetidae
Orden: Onygenales
Familia: Arthrodermataceae
Géneros: Epidermophyton ‘

Trichophyton

Microsporum



Las principales caracteristicas fenotipicas que los incluyen dentro de dichos taxones
son: i) estadios dicaridticos (Dikarya) con septos simples caracterizados por la
presencia de cuerpos de Woronin (Ascomycota) 4697 ; i) ascas prototunicadas, de
globosas a piriformes, con pared delgada, que liberan las ascosporas pasivamente
después de la desintegracion de la pared del asca; iii) ascomas sin una capa de
himenio distintiva y con ascas dispersas dentro de la cavidad ascomal; iv)
ascosporas unicelulares, usualmente esféricas u ovoides; v) gimnotecios (ascoma),
regularmente complejos, con apéndices variables caracteristicos de cada especie;
vi) estados anamorfos hifomicetos casi exclusivamente talicos, que involucran la
produccion de artroconidios simples, intercalares o terminales, asi como formas mas

elaboradas (Onygenales) 29 87,

La familia Arthrodermataceae tiene Unicamente dos géneros: Ctenomyces y
Arthroderma. Las especies de Arthroderma producen microconidios unicelulares
formados por células terminales o intercalares a la hifa, aunque son mejor conocidas
por la produccion de macroconidios por sus sinanamorfos Epidermophyton,
Microsporum y Trichophyton. Estos macroconidios son multicelulares, en forma de
huso o cilindro, con septos transversales. Las especies incluidas en esta familia
tienen la capacidad de utilizar y romper la queratina (queratinofilicas y
gueratinoliticas) por lo que se desarrollan en la piel, pelo y ufias de animales. Estos
hongos son heterotalicos, aunque, el estado teleomorfo no ha sido encontrado para
muchos de sus anamorfos 7. Se han descrito aproximadamente 40 especies de
dermatofitos, de las cuales 22 corresponden al género Trichophyton, 16 a

Microsporum y 2 a Epidermophyton 37,
1.1.2.2.-Sistemas de identificacién

En las dltimas décadas, la metodologia para la identificacion de dermatofitos ha
cambiado. Originalmente se bas6 en sus caracteristicas morfolégicas; aunque la
variabilidad intra- e inter-especifica, combinada con la pérdida de las estructuras de
conidiacién (pleomorfismo), dificulta su clasificaciéon. Sin embargo, el uso de
pruebas fisiolégicas ha ayudado a delimitar la identificacion entre especies. El

entrecruzamiento en los dermatofitos es otro hecho que podria ayudar a resolver

4



los limites en la identificacion entre especies biolégicamente diferentes, pero

morfolégicamente similares 33,

En el cuadro 2 se muestra el sistema convencional de identificacién de especies
con base en diferentes pruebas fisiolégicas y la morfologia presentada en diversos
medios de cultivo. Kane y Fisher et al. (1997) 33 desarrollaron un sistema para la
identificacion de dermatofitos cuyo fundamento se bas6 en el reconocimiento
temprano y facil de algunas especies. Los medios y pruebas fisiolégicas que
propusieron son de utlidad en el aislamiento, purificacion, conservacion,
esporulacion, reduccion del “pleomorfismo” e identificacion de especies con base
en el patron de hidrolisis de proteinas, presencia de enzimas, osmotolerancia y

produccion de pigmento.

Cuadro 2.- Medios y pruebas fisioldgicas utilizados en los sistemas de identificacion convencional
(1950-1960) y de Kane & Fisher (1997) para las especies de dermatofitos.

Sistema convencional
Agar dextrosa Sabouraud (ADS) con

cloranfenicol, gentamicina y
cicloheximida (CGC).

ADS con cloranfenicol y gentamicina.

Agar lactrimel 6 agar papa dextrosa
Agar urea de Christensen
Agar vitaminas
Crecimiento en arroz
Dermatophyte test medium

Perforacién de pelo in vitro

Sistema de Kane y Fisher
ADS con 3% NacCl

ADS con 5% NaCl
Agar acido casimino- albimina-eritrol
Agar cereal Pablum®
Agar de Leonian modificado
Agar glucosa-leche-purpura de bromocresol (AG-BCP)
Agar BCP — extracto de levadura- leche
Agar infusién cerebro corazén
Agar Littman Oxgall®
Caldo Sabouraud con cicloheximida, cloranfenicol y
gentamicina mas HCI

Caldo urea de Christensen

Kaminski G, micologa australiana, de 1960 a 1985 establecio el Laboratorio de
Referencia en Micologia de Australia; diseiid parametros para la identificacion de
dermatofitos con base en el uso de diferentes medios y pruebas fisiologicas. Sin

embargo, una de sus contribuciones mas relevantes fue la identificacion de las



variedades de T. rubrum. El esquema de Kaminski %° propone diferentes pruebas

para identificar nueve variedades de T. rubrum (Cuadro 3).

Cuadro 3.- Esquema de Kamisnki. Medios y pruebas utilizadas en la identificacion de variedades de
Trichophyton rubrum (1960-1985).

Esquema de Kaminski

Agar dextrosa Sabouraud
Agar Littman Oxgall®
Agar lactrimel
ADS con 5% de NaCl
Agar peptona al 1%
Hidrdlisis de la urea
Agar libre de vitaminas (Agar Trichophyton)

Prueba de perforacion de pelo in vitro

1.1.2.2.-Morfologia

Para la finalidad de este trabajo solo se abordaran los aspectos sobresalientes de
los dermatofitos mas comunes causantes de infecciones crénicas en el humano,
cuyas caracteristicas morfolégicas en agar dextrosa Sabouraud (ADS) se

mencionan a continuacion.
Epidermophyton floccosum (Harz) Langeron & Miloch, 1930

Morfologia macroscépica. Colonias de crecimiento moderadamente rapido,
aterciopeladas, con elevacién central, superficie radiada, coloracién amarillo-
verdoso, marron-oliva o amarillo-marron. Ademas, producen un pigmento amarillo
limén difundido al medio. Estas colonias degeneran con los subcultivos en 3 a 4

semanas, modificando su aspecto de aterciopelado a algodonoso 38,

Morfologia microscopica. Generalmente presenta abundantes macroconidios (20-
40 um x 7-12 um) de paredes lisas, con dos a cinco septos, en forma de “mazo” o

‘raqueta”, agrupados en racimos semejando una “penca de platano”. Las colonias



conservadas en medios solidos, por tiempo prolongado, presentan clamidoconidios,

redondeados y de pared gruesa. No se observan microconidios 37/ 58,
Trichophyton violaceum Sabour. ex E. Bodin, 1902

Morfologia macroscopica. Cultivos de crecimiento lento (aproximadamente 0.5 cm
a los 7 dias de incubacion), en algunas ocasiones su crecimiento demora hasta 3
semanas. La superficie es elevada en forma conica o plegada, glabra o cérea 'y de
color rojo-purpura, amarillo o rojo-amarillento. Al reverso de la colonia presenta
diversidad en el matiz del pigmento, el cual puede ser amarillo oscuro, rojo-marrén,
morado o violeta intenso. Este dermatofito modifica rapidamente su aspecto, dando
lugar a zonas de micelio aéreo de color violeta pélido a blanco, que después cubre
toda la colonia original. Las colonias de los cultivos con mas de 30 dias son de

aspecto velloso, de superficie plana y blanca 57: 58,

Morfologia microscopica: Las hifas presentan ramificaciones dicotémicas,
irregulares y ausencia de conidios. En el interior de las hifas se encuentran granulos
citoplasmaticos. Medios enriquecidos con tiamina, son de utilidad para la formacién
de algunos microconidios en forma de “clava” y macroconidios irregulares de
extremo apical romo, de 2 a 8 septos; asi mismo se pueden apreciar cadenas de
clamidoconidios 37 58, Este dermatofito tiene la capacidad de hidrolizar la urea y en

la prueba de perforacion del pelo in vitro no forma cuerpos perforantes.
Trichophyton tonsurans Malmsten, 1848

Morfologia macroscépica. Las colonias presentan variacién en el aspecto, color y
forma. El aspecto puede ser aterciopelado o velloso; el color va de blanco a “canela”,
amarillento o marron-rojizo. Su forma es acuminada, umbilicada o plegada. Al
reverso o difusible al medio se aprecia un pigmento amarillento-marrén o marrén-

rojizo (Figura 1) 8.

Morfologia microscopica. Los microconidios, generalmente son abundantes, de
tamafo variable entre 2 y 5 um, en forma de “mazo”, “lagrima” o irregulares y de
pared gruesa; estos conidios emergen de hifas ramificadas o terminales y se

disponen en angulo recto con respecto a éstas (Figura 1) 37. Una de las



caracteristicas principales de los conidios es la tendencia que tienen de alagarse y
redondearse en su polo distal, aumentando su tamafio, dando lugar a estructuras
en forma de “clava” o “balén” 57: 38, Los macroconidios son menos frecuentes y estan
menos diferenciados que los de T. interdigitale y mas romos que los de T. rubrum
(Figura 1). Los artroconidios son comunes. Las modalidades de hifas que se pueden
llegar a observar son en espiral, en raqueta y clamidoconidios. Las hifas

generalmente tienen didmetros variables que van de 2 a 10 um 37,
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Figura 1.- Caracteristicas morfoldégicas macro- y microscépicas de Trichophyton tonsurans en ADS.

Colonia blanca algodonosa. B) Microconidios en forma de “lagrima”. C) Macroconidio alargado.

Trichophyton interdigitale Priestley, 1917

El “complejo T. mentagrophytes” estaba integrado por mdultiples subespecies, las
cuales fueron re-clasificadas taxon6micamente con base en analisis de biologia
molecular. Las variedades zoofilicas y antropofilicas genéticamente idénticas fueron
agrupadas en la especie Trichophyton interdigitale y solo Trichophyton
mentagrophytes var. quinckeanum conservé el nombre de Trichophyton

mentagrophytes 6°.

Morfologia macroscoépica. Colonias de crecimiento en 4 a 7 dias, de superficie
plana, de color crema o amarillento en el centro y blanco en el margen, de aspecto
pulverulento y con anillos concéntricos (Figura 2). Al reverso de la colonia se
observa un color amarillo, marrén o rojo oscuro 37: 38, En estado de pleomorfismo

se observan colonias de aspecto densamente velloso o algodonoso, de color

A)



blanco, presentes originalmente como micelio aéreo por zonas y posteriormente

reemplazando la colonia original °,

Morfologia microscopica. Las hifas se observan septadas, con abundantes
formaciones en espiral y microconidios esféricos de 2 a 3 um de diametro,
agrupados, que semejan racimos de uvas. Los macroconidios de 30 a 60 pum tienen
forma de “lapiz”, “mazo” o “puro” (dependiendo de la cepa) y pueden llegar a tener
hasta 6 septos; algunos presentan una unidén estrecha (pedicelo) con la hifa
vegetativa (Figura 2) 37. Otras de las estructuras cominmente observadas son:
cuerpos nodulares, hifas en “raqueta”, clamidoconidios y estructuras semejantes a

hifas peridiales 8. En estado de pleomorfismo se presentan escasos macroconidios

y microconidios ©°.

Figura 2.- Caracteristicas morfoldégicas macro- y microscépicas de Trichophyton interdigitale en ADS. A)
Colonias blanquecinas de aspecto pulverulento. B) Numerosos microconidios esféricos dispuestos en

racimo e hifas en espiral. C) Numerosos macroconidios en forma de “puro”.

Trichophyton rubrum (Castell.) Sabour., 1910

La variabilidad en la morfologia y el pleomorfismo que se produce han limitado la
identificacion de esta especie. Por tal motivo se introdujeron esquemas de
identificacién como el descrito por Kaminski 39, el cual estudia la morfologia colonial
y la producciéon de pigmento en diversos medios y pruebas fisiologicas 38. Los
aislados de T. rubrum se dividen en dos grupos: A) Trichophyton rubrum tipo

granular y B) Trichophyton rubrum tipo velloso (“downy”).



A). - Trichophyton rubrum tipo granular

Las colonias son de superficie plana o ligeramente elevada, de color blanco a
crema, de aspecto similar a “gamuza”. Al reverso de la colonia se observa un color
rojo-rosado. Microscopicamente la mayoria de las colonias presentan abundantes
microconidios piriformes o en “clava” y un nimero moderado de macroconidios
delgados, multiseptados, cilindricos, de pared delgada y lisa con apéndices
terminales. En los cultivos “viejos” se pueden presentar numerosos clamidoconidios

con escasos microconidios 9.
Dos variedades de T. rubrum tipo granular han sido descritas:

1).- Trichophyton rubrum var. rhodainii. Colonias pigmentadas de color violeta o rojo-
violeta, acuminadas, de superficie plegada y glabra. Al reverso de la colonia se

aprecia un color rojo-violeta intenso.

2).- Trichophyton rubrum var. africana. Colonias de aspecto pulverulento, al reverso
muestran un pigmento rojo-vino, principalmente en medios que estimulan la
produccién de pigmento. En aislamientos primarios las colonias pueden mostrar un

pigmento rojo al reverso o estar ausente.
B). - Trichophyton rubrum tipo velloso (“downy”)

Colonias de superficie plana a ligeramente elevada, de color blanco a crema, con
aspecto de ante a vellosa y un pigmento al reverso de amarillo-marrén a rojo-“vino”.
Muchos cultivos muestran de escasos a moderados microconidios piriformes o0 en
“clava” (Figura 3). Los macroconidios generalmente estan ausentes, sin embargo,
proyecciones como closterosporas pueden estar presentes en algunos casos. Los
cultivos de aislamiento primario pueden carecer de pigmento al reverso y presentar
ausencia de microconidios. El uso de medios especiales favorece la produccion de

conidios, Utiles para su identificacion 39
Siete variedades de T. rubrum han sido reconocidas en este grupo:

1).- Trichophyton rubrum var. “Y” Colonias caracterizadas por la produccion de

pigmento de tonalidad amarillenta y rojiza.
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2).- Trichophyton rubrum var. flava: Colonias que solo producen pigmento amarillo.

3).- Trichophyton rubrum var. “P” Colonias caracterizadas por la produccion de

pigmento purpura en agar peptona 1%

4).- Trichophyton rubrum var. melanoide: Colonias caracterizadas por la presencia

de un pigmento melanoide difusible en todos los medios.

5).- Trichophyton rubrum var. hiperpigmentada: Colonias glabras con surcos
radiales en la superficie, de color violeta a rojo-violeta y al reverso de la colonia un

pigmento violeta a rojo violeta intenso.

6).- Trichophyton rubrum var. incolora: Colonias caracterizadas por la ausencia de

pigmento en todos los medios de cultivo.

7).-Trichophyton rubrum var. disgonica: MicroscOpicamente restringida a hifas
deformadas. En todos los medios las colonias son pequefias, hiperpigmentadas y

de escaso crecimiento.

Figura 3.- Caracteristicas morfolégicas macro- y microscopicas de Trichophyton rubrum tipo “downy”
en ADS. Ay B) Colonias blancas algodonosas con pigmento rojo al reverso. C) Microconidios

piriformes dispuestos de forma alterna sobre la hifa.
1.1.3.-Ecologia
Los dermatofitos se dividen en tres grupos ecoldgicos con base en su preferencia o
afinidad por la queratina del hospedero (Cuadro 4). Aparentemente, la especificidad

por el hospedero se ha atribuido a las diferencias en la queratina de cada uno de

ellos 58,
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1).- Antropofilico: (del griego anthrépos, hombre y philico, afinidad). Grupo de
dermatofitos que se encuentran primariamente asociados al tejido humano y
raramente infectan otros animales °°. Algunos autores han propuesto que estas
especies evolucionaron de los hongos zoofilicos y gradualmente fueron perdiendo
su afinidad por la queratina de otros animales 3%, Estos dermatofitos son
responsables de aproximadamente el 70% de las dermatofitosis humanas. Otros
autores reportaron que estos hongos se han adaptado a su hospedero humano

causando enfermedades cronicas que progresan lentamente 101,

Los dermatofitos antropofilicos son comunmente transmitidos a partir de lesiones
activas de otro individuo, de manera directa o indirecta a través de fomites como

peines, calcetines, zapatos, ropa de cama, toallas, etcétera 38.

2.- Zoofilico (del griego zoon, animal y philico, afinidad). Grupo de dermatofitos que
afectan a una amplia variedad de mamiferos y aves, que actian como hospederos
99 Estas especies son responsables de cerca del 30% de las dermatofitosis
humanas y generalmente son infecciones agudas altamente inflamatorias 191, Estos
dermatofitos sobreviven en un estado de latencia sobre células queratinizadas de

origen animal 38.

Los dermatofitos pueden ser considerados como antropofilicos o zoofilicos
dependiendo de su capacidad para mantener poblaciones constantes en asociacion
con hospederos animales particulares y regularmente causar infeccion 2, aunque
algunos dermatofitos desarrollan una relacion comensal con su hospedero y pueden

ser aislados de la piel aparentemente sana °°.

3).- Geofilico (del griego geo, tierra y philico, afinidad). Grupo de dermatofitos que
habitan en el suelo, asociados primariamente a materiales o sustratos que contienen
queratina (pelos, plumas, escamas de piel, uiias, pezufias y cuernos), después de
que han sido desprendidos de animales vivos o en proceso de descomposicion 98,
Ocasionalmente son patdégenos de animales, incluyendo el humano, aunque
algunas especies no son causantes de tifias por lo que son llamados dermatofitoides

(como T. terrestre y T. ajelloi) °2. Aparentemente su distribucion se relaciona con la
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disponibilidad de queratina y su supervivencia en el suelo dependera de los
siguientes factores: temperatura, luz, variacion climatica, altitud, pH, nutrientes,

humedad y sales >8.

Los dermatofitos geofilicos poseen caracteristicas denominadas de “asociacion con
el suelo”, que los diferencian de los zoofilicos y antropofilicos. Estas incluyen la
autotrofia de aminoacidos y vitaminas, produccion de ureasa, formacion de 6érganos
perforantes en pelos, numerosos conidios, entrecruzamiento heterotélico,
osmotolerancia y la presencia de estructuras tipicas (ornamentaciones conidiales,
hifas en espiral y peridiales y gimnotecios de paredes rigidas) aparentemente para

evitar la depredacion de artrépodos °°.

La mayoria de los dermatofitos tiene una amplia distribucion, sujeta a cambios por
factores climaticos, sociales, culturales, migracién poblacional, viajes y terapia
antifangica. Sin embargo, algunas especies muestran una clara endemicidad

relacionada con sus hospederos 22 (Cuadro 4).

Cuadro 4.- Relacion entre especies de dermatofitos, su habitat natural, preferencia de hospedero y

areas geogréaficas endémicas. Tomado y modificado de Weitzman & Summerbell (1995) 99

Antropofilicas Zoofilicas Geofilicas
E. floccusum M. canis (gato, perro) E. stockdaleae
M. audouinii (Africa) M. gallinae (gallina) M. amazonicum
M. ferrugineum (Este de Asia y Europa) M. persicolor M. boullardii
T. concentricum (Sureste de Asia, Melanesia, (campaiiol) M. cookei
area Amazonica, Centroamérica, México) T. equinum (caballo) M. gypseum
T. interdigitale T. erinacei (erizo) M. praecox
T. kanei T. interdigitale M. racemosum
T. megninii (Portugal, Sardinia) (conejos) M. ripariae
T. raubitschekii (Asia, Africa, Mediterraneo) T. mentagrophytes M. vanbreuseghemii
T. rubrum (ratén) T. gloriae
T. schoenleinii T. simii (mono, gallina)
T. soudanense (Africa sub-Saharan) T. verrucosum (vacas,
T. tonsurans ovejas, dromedarios)

T. violaceum (Africa, medio Este,

Mediterraneo)

13



1.1.4.- Evolucion bioldgica

Diversos autores han considerado que la evolucidn de los dermatofitos esta dirigida
por su ecologia, reproducciéon, adaptacion al hospedero y patogenicidad. En
particular, las reconstrucciones filogenéticas derivan de analisis de marcadores
genéticos de ADN mitocondrial (ADNmt) y nuclear (ITS, LSU, chsl, TOP2), asi
como de genomas completos de ADN o ADNmt 3. Dichos andlisis sugieren que las
especies zoofilicas y antropofilicas surgieron independientemente de diferentes
linajes de especies geofilicas no patogénicas en habitats semejantes al de los
dermatofitoides actuales. Por ejemplo, los antropofilicos anamorfos M. audouinii y
M. ferrugineum surgieron del linaje de M. canis; T. tonsurans y T. equinum derivan
del linaje de A. vanbreuseghemii; T. schoenleinii deriva del linaje de A. benhamiae,
y mas especificamente, del linaje intra-especifico que dio origen a T.

mentagrophytes (var. quinckeanum, el hongo del favus del ratén) (Figura 4) °2.

En cada uno de los linajes separados donde surgieron los dermatofitos no asociados
con el suelo, muchos taxones reconocidos perdieron dos o mas caracteres de
“asociacion con el suelo”. Lo anterior fue el resultado de una adaptacion a sus
hospederos animales estrictamente epigeos (humanos, ungulados, equinos), es
decir, que no viven en estrecha relacion con el suelo 22, La pérdida de los caracteres
mencionados anteriormente aunado a la moderacion de la actividad de ciertas
enzimas (proteasas) y el alto nivel de actividad de otras (queratinasas) a
temperaturas normales del cuerpo y niveles de pH de la piel, es presumiblemente
responsable de la adaptacion de ciertos dermatofitos a la superficie de la piel

humana; referido como “antropizacion” 31/ 71,82,

Al examinar el genoma completo del ADNmt de algunas especies de dermatofitos
se ha especulado su estrecha relacién y origen a partir de los hongos que causan
infecciones invasivas (Aspergillus spp., Candida spp., y Penicillium marneffei). Lo
gue ha sugerido, aparentemente, que la evolucion de estos hongos filamentosos fue
por la adaptacion al hospedero y patogenicidad. De acuerdo a estudios en la

evolucion de algunas especies antropofilicas se plante6 que estos hongos surgieron
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de la fase teleomorfa de especies zoofilicas causando infecciones humanas leves
y/o crénicas 3.

T. tonsurans
T. equinum
A. vanbreuseghemii (T. interdigitale)
A. simii (T. simii)
T. schoenleinii
T. mentagrophytes
T. erinacei
A. benhamiae (T. anamorph)

T. concentricum
T. verrucosum

L_T. T. rubrum

violaceum

E. floccosum

A. obtusum (M. nanum)
M. praecox
A. persicolor (M. persicolor)
M. duboisii
L] A. corniculatum (M. anamorph)

A. fulvum (M. fulvum)
L A. gypseum (M. gypseum)

L—— A. incurvatum (M. gypseum)

A. otae (M. canis)

M. ferrugineum

M. audouinii
A. cajetanum (M. cookei)

4|:E4. racemosum (M. racemosum)
A. cookiellum (M. anamorph)

A. grubyi (M. gallinae)
A. gloriae (T. gloriae)

A. gertleri (T. vanbreuseghemii)
A. lenticularum (T. terrestre)

A. insingulare (T. terrestre)
A. uncinatum (T. ajelloi)

A. quadrifidum (T. terrestre)
A. multifidum (C. anamorph

T. eboreum
A. flavescens (T. flavescens)

T. thuringiense
A. melis

A. ciferrii (T. georgiae)

A. cuniculi (C. anamorph)

C. vespertilium

T. phaseoliforme

A. tuberculatum (C. anamorph)
A. curreyi (C. anamorph)
Ct. serratus (C. anamorph)
A. borellii (M. amazonicum)
K. ceretanicus

Figura 4.- Relaciones filogenéticas de los dermatofitos basada en datos de secuencia de ITS. Las

especies antropofilicas se encuentran en negro, las zoofilicas en rojo y las geofilicas en verde.

Tomado de Graser et al. (2008) 34
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La mayoria de dermatofitos asociados a mamiferos han evolucionado desde hace
50 millones de afios y en consecuencia las diferencias entre las entidades son a
menudo relativamente pequefias y no son facilmente discernibles, incluso a nivel de
especie como en el caso de las variedades de T. rubrum 35. Los mecanismos de
dispersion son dependientes de los hospederos, los cuales tienden a mantenerse
dentro de areas geograficas limitadas (continentes o subcontinentes). El flujo de
genes de los hongos que los parasitan se encuentra relacionado con el tamafio de
la poblacion de hospederos, por lo que es limitado. Sin embargo, las migraciones
humanas han permitido la rapida distribucion sobre grandes &reas geogréficas de

especies antropofilicas y variantes intra-especificas 35.
1.1.5.-Factores de virulencia

Algunos estudios acerca de la patogenia de las dermatofitosis han demostrado que
en la interaccidon de los dermatofitos con las células del hospedero estan
involucrados tres pasos principales: 1) adherencia a los tejidos del hospedero; 2)
invasion y 3) respuesta inmune del hospedero 18, Ademas de éstos, la formacion de
biopeliculas es considerada un importante factor de virulencia involucrada en el
establecimiento de infecciones crénicas 14 18 20,42 Dyrante el proceso de infeccion
los dermatofitos son capaces de secretar diversos factores de virulencia con la

finalidad de penetrar a los tejidos del hospedero, nutrirse y sobrevivir (Figura 5) 8.

X Biopeliculas
Respuesta inmune del -Matriz extracelular
Invasion hospedero -Bombas de flujo
Adhesion -Enzimas (Proteasas, -Proteinas mananas -Células persistentes
-Adhesinas Lipasas, Elastasas) ’ —Sobrezxpresic’m de
- -Sulfito ianas
proteasas -Melanina hBDS g -Densidad celular

t 7]

‘
e ,.- .g_ej:\,_c- IL10

o

MHCII

il

i.j = ‘ >
n 2e%

Figura 5.- Factores de virulencia de los dermatofitos involucrados en las tres fases de infeccion.
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1).- Adherencia a los tejidos del hospedero

La adherencia es un paso fundamental para dar inicio a la colonizacién y al posterior
desarrollo de una infeccion. La adherencia en los dermatofitos, como en muchos
hongos patdgenos, esta mediada por un gran nimero de enzimas denominadas
adhesinas las cuales estan unidas a la pared celular fangica 5 77. Estas juegan un
papel importante en el reconocimiento de carbohidratos especificos de las células
epiteliales. La subtilisina 3 (proteasa secretada por ciertos dermatofitos) es otra

enzima que se ha sugerido que esta involucrada en el proceso de adherencia 18
2.- Invasion

La invasion se refiere a la germinacién y penetracion de los dermatofitos a la capa
cornea de la epidermis. Los dermatofitos son considerados como hongos
queratinofilicos especializados, es decir, tienen la capacidad de degradar y utilizar
la queratina presente en las células del hospedero, como Unica fuente de carbono,
nitrégeno, fosforo y sulfuro. Esta capacidad representa un atributo fundamental de
virulencia en estos hongos %/ 18, Durante la penetracion, los dermatofitos secretan
una amplia variedad de enzimas como proteasas, lipasas y fosfolipasas, las cuales
también juegan un papel fundamental en el desarrollo y sobrevivencia en ese
microambiente. Las enzimas liberadas por los dermatofitos actian como antigenos

e inducen varios grados de inflamacion 18 65,

Las proteasas son el principal factor de virulencia, involucradas tanto en el
desencadenamiento de la respuesta inmune como en la adhesion, invasion y
utilizacion de la queratina de la capa cornea 3. Las principales endoproteasas son
la serina proteasa (implicada en el catabolismo de proteinas extracelulares) y
metaloproteasas (subtilisina y fungalisina, formalmente llamadas queratinasas).
Entre las exoproteasas secretadas se encuentran las aminopeptidasas leucinas,

aminopeptidasas no especificas y carboxipeptidasas °6.

La queratina es una escleroproteina cuyas cadenas de péptidos se mantienen
firmemente unidas debido a los puentes disulfuro (S-S) que se forman entre los

residuos de cisteina abundantes en la proteina. La digestion proteolitica de la
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queratina solo es posible mediante la reduccion de los puentes disulfuro. El sulfito
secretado por los dermatofitos mediante bombas de flujo (codificadas por el gen
SSU1) actua sobre los puentes disulfuro, reduciendo la queratina en cisteina y S-
sulfocisteina, permitiendo la digestion por las proteinasas secretadas. La accion
conjunta de las proteasas y los agentes reductores resulta en la formacion de
pequefios péptidos y aminoacidos que pueden ser mas facilmente tomados por los

dermatofitos 36.

Otros factores de virulencia involucrados en la patogenia de la infeccién son los no
enzimaticos, los cuales incluyen xantomegninas, melanina (posible
inmunomodulador o proporcionador de resistencia a radicales libres, fagocitosis y a
los componentes antifungicos) y termotolerancia (en estructuras de resistencia,
como clamidoconidios) 18 43/51, 103 Einalmente, en el cuadro 5 se muestran algunos
trabajos realizados sobre los mecanismos de expresion de algunos genes
involucrados en la virulencia; que se ha sugerido son regulados por el factor de
transcripcion de la familia GATA en diferentes dermatofitos 8. La regulacion en la
expresion de genes de virulencia es un paso crucial en la patogénesis y en la

adaptacion de los dermatofitos a las células del hospedero 77.
3.- Respuesta inmune

Los dermatofitos al invadir el tejido queratinizado, liberan metabolitos que actdan
como antigenos; éstos inducen una respuesta inmune innata en los tejidos del
hospedero. Los componentes de las paredes celulares como la quitina, glucano y
glicopéptidos representan los principales antigenos. Los antigenos derivados de los
dermatofitos pueden inducir reacciones de hipersensibilidad inmediata (tipo I) o
retardada (tipo 1V) en la piel. Las respuestas de hipersensibilidad inmediata estan
asociadas con infecciones recurrentes o cronicas que producen altos niveles de
inmunoglobulinas (IgE, 19G4) y citosinas Th2 por los leucocitos mononucleares. La

hipersensibilidad retardada esta asociada con dermatofitosis agudas 2.

La principal respuesta inmune es la adaptativa del tipo Thl con la produccion de

citosinas pro-inflamatorias como la interleucina 2 (IL-2) y el interferon gama (IFN-Y).
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Esta respuesta es inducida para controlar la infeccion y regularmente promueve la
curacion de la dermatofitosis 1& 63 72 | a especializacion de cada dermatofito y la
severidad de la inflamacion inducida en un hospedero, puede estar relacionado con
la regulacién diferencial de la expresion de proteinas secretadas (lipasas, fosfatasa

alcalina, esterasas, etc.) aunado al grado de inmunosupresion del hospedero 12 56/
65, 96

Las diferentes vias por las cuales los dermatofitos pueden contrarrestar o inducir
dafio por medio del sistema inmune incluyen la inhibicion de linfocitos por mananas
de la pared celular, alteracion en la funcion de los macréfagos, activacion diferencial

de queratinocitos y secrecion diferencial de proteasas 2/ 65 96,

Cuadro 5.- Principales productos y funciones de los genes asociados a caracteristicas de virulencia

en los dermatofitos propuestos por Achterman et al. (2012) 1 cafarchia et al. (2013)15, Chinnapun

(2015) 18 y Vermout et al. (2008) 96.

Gen Producto Funcién Dermatofito
SuBl Familia subtilisina de Adhesion/Invasion. M. canis
SUB2 serinas proteasas.

SUB3
MEP2 Metaloproteasas. Infeccién. M. canis
MEP3
SUB3 Proteasas. Digestion de proteinas. T. rubrum
SUB4
LAP1
LAP2
Proteasa. Incrementa transcripcion T. interdigitale
Trim 4 durante crecimiento en
queratina
DpplV Exoproteasa dipeptidil Funcion especializada en la M. canis

DppV peptidasa. relacién hongo-hospedero.

Proteina transportadora Transporte de proteinas T. rubrum
TruMDR2 ABC. durante la infeccion.
paCC Factor de transcripcion Actividad queratinolitica y T. rubrum

dependiente de pH.

crecimiento.
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1.1.5.1-Biopeliculas formadas por hongos filamentosos

En las ultimas décadas el conocimiento de como los microorganismos crecen y
sobreviven en ambientes naturales o en los tejidos del hospedero ha cambiado. En
la actualidad se sabe que los microorganismos en la naturaleza raramente
sobreviven como células solitarias; mas bien crecen en agrupaciones denominadas
biopeliculas. La formacién de la biopelicula es probable que sea un caracter
seleccionado positivamente que comenzd a ser fijado tempranamente en la
evolucion microbiana, como una caracteristica importante para la supervivencia en

superficies de ambientes diversos o cambiantes 4277,

“‘Una biopelicula puede ser descrita como una comunidad sésil, derivada de
microbios, caracterizada por células irreversiblemente adheridas a un sustrato o
interfase o entre si, embebidas en una matriz de sustancias poliméricas
extracelulares que ellas mismas han producido y que exhiben un fenotipo alterado
con respecto a la tasa de crecimiento y transcripcion de genes” 24. En los hongos
filamentosos, el término “biopelicula” no ha sido usado para describir el crecimiento
asociado a una superficie, dado que a menudo penetran el sustrato donde crecen.
Se ha sugerido que por esto sean excluidos de la palabra, dado que “pelicula” no
representa adecuadamente el crecimiento invasivo. ES por eso que comunmente

”

son llamados como “masa fungica”, “masa multicelular” o “tapete micelial” 42.

Las infecciones asociadas con la formacion de biopeliculas son reconocidas como
un problema clinico que aumenta significativamente, siendo la causa principal de
infecciones humanas persistentes. Una amplia variedad de hongos levaduriformes
y filamentosos patégenos han demostrado la capacidad de colonizar superficies y

formar biopeliculas 77 86,

En la literatura existen muy pocos reportes sobre las biopeliculas formadas por
hongos filamentosos. Sin embargo, la adaptacion de los hongos para el crecimiento
en superficies, evidenciada por su modo de nutricién por absorcion, la secrecion de
enzimas extracelulares para digerir moléculas complejas y un crecimiento apical de

la hifa, hace a este tipo de organismos excelentes candidatos para la formacion de
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biopeliculas 42. La formacion de estas estructuras se ha demostrado en: Aspergillus
fumigatus, A. niger, Fusarium solani, F. oxysporum, Rhizopus oryzae, Lichtheimia

corymbifera y Rhizomucor pusillus 77 86,

Las biopeliculas formadas por hongos filamentosos cumplen con los siguientes
criterios propuesto: A) caracteristicas estructurales como el crecimiento agregado
complejo (paquetes o capas de hifas, a diferencia de las hifas débilmente asociadas
0 monocapas); B) crecimiento de células asociadas a una superficie; C) células
embebidas en una matriz polimérica extracelular secretada y auto-producida y D)
cambios fenotipicos por la expresion alterada de genes debido al aumento en la
tolerancia a los componentes antimicrobianos, cambios en la produccién y/o

secrecion de enzimas o metabolitos y cambios fisioldgicos 4% 88,
1.1.5.1.1.-Modelo de biopelicula

En los hongos levaduriformes han sido descritos modelos bien definidos con
criterios fenotipicos establecidos, principalmente en Candida spp., Saccharomyces
spp. Y Cryptococcus neoformans. Las biopeliculas formadas por estos hongos son
comparables con las formadas por bacterias; a diferencia de las que forman los
hongos filamentosos por el crecimiento invasivo de las hifas y/o estructuras que se
extienden mas alla de la interfase aire-liquido o por las estructuras especializadas
necesarias para la penetracion al hospedero, esporulacién y adquisicion de

nutrientes en la interfase del hospedero 42.

Harding et al., en 2009 42, propusieron un modelo para la formacion de biopeliculas
por hongos filamentosos, basado en descripciones de biopeliculas formadas por
Aspergillus niger, A. fumigatus, Fusarium solani y F. oxysporum. Este modelo
plantea seis fases para la formacién de biopeliculas: i) adsorcién del propagulo; ii)
adhesion activa a una superficie; iii) formacion de microcolonias I; iv) formacién de
microcolonias Il; v) desarrollo reproductivo o maduracion y vi) dispersion o fase

planctonica (Figura 6).
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> (iv) > (v) > (vi)

(i) > (ii) > (iii)
Figura 6.- Modelo propuesto por Harding et al. 2009 42 para la formacién de biopeliculas por hongos
filamentosos i) adsorcion del propagulo, ii) adhesion activa a una superficie, iii) formacién de microcolonias
I, iv) formacién de microcolonias Il, v) desarrollo reproductivo o maduracién y vi) dispersién o fase

plancténica.

i) Adsorcion de los propagulos: Asociacion o adhesion inicial reversible de los
conidios, fragmentos de hifas o esporangiosporas, a una superficie (interacciones

fisicoguimicas de microorganismos con la superficie) 42.

i) Adhesion activa a una superficie: Adhesion de propagulos fangicos a una
superficie a través de la secrecion de sustancias adhesivas, por germinacion de los
conidios. Las proteinas de la pared celular juegan un papel importante en esta fase,
ya que ademas de ser importantes en la adherencia (adhesinas) pueden tener un

papel sensorial que promueve dicha respuesta 2742,

iii) Formacion de microcolonias I: El estado inicial del crecimiento y colonizacion de
los hongos sobre la superficie involucra elongacion apical y ramificacion de la hifa.
Las hifas se ramifican a través de la superficie en monocapa, y/o comienzan a ser
invasivos. Este estado involucra la producciéon de una matriz extracelular polimérica
gue permite el crecimiento colonial adherido al sustrato. La comunicacién a nivel
poblacional se lleva a cabo mediante sefiales extracelulares, difusibles en la matriz
extracelular polimérica, que coordinan cambios en la expresion de genes,

morfologia y desarrollo 77: 42,

iv) Formacién de microcolonias Il o maduracion inicial: Involucra la formacion de
redes de hifas compactas o adhesién hifa-hifa y micelio. Esto incluye estratificacion,
formacion de paquetes de hifas mantenidos juntos por una matriz exopolimérica y
la formacion de canales de agua via repulsion hidrofébica entre las hifas o los

paguetes de hifas 42,
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v) Desarrollo reproductivo o maduracion: Caracterizada por la formacion de
estructuras reproductivas, células esporogenas, esclerocios y otras estructuras de
supervivencia. El crecimiento aéreo es una caracteristica clave en la fructificacion y

dispersion fangica 42.

Los cambios estructurales y fenotipicos asociados con el desarrollo de biopeliculas
maduras, ayudan a las células microbianas en numerosos aspectos de su ciclo de
vida. Estos beneficios incluyen adhesion a las superficies, colonizacién de los tejidos
del hospedero, expresion o incremento de las caracteristicas de virulencia,
proteccion del estrés, captura eficiente de nutrientes, mejoramiento de la
comunicacién de célula a célula, dispersion para la supervivencia durante las

condiciones desfavorables 42.

vi) Dispersion o fase planctonica: Involucra la dispersion o liberacion de conidios o
de fragmentos de la biopelicula. Las células desprendidas pueden actuar como

nuevos propagulos para reiniciar el ciclo 42,
1.1.5.1.2.-Formacién de biopeliculas por dermatofitos

Burkhart et al. (2002) 4 describieron las biopeliculas en las infecciones por
dermatofitos, haciendo alusion a los dermatofitomas. Esta entidad se manifiesta
clinicamente como masas blancas, densas, circunscritas o bien una banda blanca
a amarillenta que se extiende del borde distal al proximal, dentro o debajo de la
lamina ungueal. Es considerada una forma de onicomicosis refractaria al tratamiento
antifingico de administracion bucal. Histolégicamente se presenta como masas
hipergueratdsicas circunscritas, ademas de abundantes elementos fungicos, hifas,
artroconidios y en ocasiones clamidoconidios, de apariencia anormal, compactados
formando masas fungicas (posiblemente debido a la presencia de una matriz
extracelular) 1% 14 64 | os dermatofitomas se encuentran adheridos a la lamina

ungueal, rodeados por la porciéon que crece activamente 14.

Los estudios in vitro sobre biopeliculas utilizando como modelo los dermatofitos son

pocos. Recientemente Costa-Orlandi et al. (2014) 2° demostraron la capacidad de
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T. rubrum y T. interdigitale para formar biopeliculas maduras en 72 h, a través de

diferentes técnicas de microscopia, ensayos colorimétricos y metabdlicos.

Por otro lado, en el estudio de Kaufman et al. (2007) 3 sobre el proceso de infeccién
de los microconidios de T. interdigitale en fragmentos de piel, demostraron la posible
formacion de una biopelicula, por las caracteristicas de asociacion observadas entre
los elementos fangicos y los tejidos del hospedero durante las fases de adhesién e
invasion. En la fase de adhesion a la capa cornea se observé una red de fibrillas
cortas que conectaban los elementos fungicos con la superficie de los tejidos de la
piel y fibrillas largas que conectaban los microconidios adyacentes (con una posible
comunicacion intercelular). Durante la invasion mostraron el crecimiento de una red
de hifas ramificadas elongadas que invadian la capa cOrnea en direcciones no
especificas; ademas de fibrillas delgadas y cortas que conectaban la superficie de

los elementos fungicos con las células del hospedero.
1.2.- Dermatofitosis cronicas

Aunque no existe una definicidén establecida para el término “dermatofitosis crénica”
ésta se describe en términos simples como aquellos pacientes que presentan una
infeccion por dermatofitos caracterizada por lesiones cutaneas poco inflamatorias,
una duracién superior a 1 mes, con o0 sin recurrencia a pesar de ser tratados con
terapia antifingica y una reaccion de hipersensibilidad retardada negativa a la
tricofitina 1% 23, 37 En estos casos la cronicidad puede deberse a factores del
hospedero, del agente causal, ambientales o farmacoldgicos 23. Estas infecciones
afectan al 20% de los pacientes que se presentan con dermatofitosis, de las cuales

el 90% son causadas por T. rubrum 12,

Los factores que explican la susceptibilidad del individuo para desarrollar
dermatofitosis cronica son microambientes humedos, calidos y maceracion de la
piel, lo que permite el crecimiento favorable, la persistencia flingica y por ende la
enfermedad 2/ 23, La respuesta inmune en estos individuos podria estar alterada
impidiendo la activacién de linfocitos T, necesarios en la recuperacion de una

dermatofitosis, 0 a través de una fagocitosis deficiente de los elementos flngicos.
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Es fundamental la respuesta del hospedero para reconocer al dermatofito como un
invasor extrafio y eliminarlo. En la interaccion hongo-hospedero durante las
infecciones por dermatofitos debe mantenerse un equilibrio entre la patogenicidad

del hongo y las defensas del hospedero 2.

Trichophyton rubrum y T. tonsurans estan ampliamente adaptados al humano y se
ha demostrado la capacidad que presentan para evadir o modular la respuesta
inmune, lo que conduce a la permanencia prolongada en el tejido del hospedero,
causando dermatofitosis crénicas 194, Las mananas de la pared celular de T. rubrum
estan involucradas en el fendmeno de inmunosupresion a través de las siguientes
vias inmunoldégicas: 1) reducen la expresion de receptores cruciales en activar la
respuesta inmune (TLRs y hBDs) y 2) reducen la proliferacién de linfocitos T y su
actividad citotoxica. De tal manera que estimulan el desencadenamiento de diversos
eventos: disminucion en la respuesta inmune citotoxica a través de la evasion de
receptores manosa del hospedero; evasion de la fagocitosis por macréfagos debido
a la activacion de exoantigenos y la capacidad de diferenciarse en hifas dentro de
ellos y destruirlos; disminucion en la modulacion de las MHC clase Il y estimulacion
de la expresion de IL10 (citosina anti-inflamatoria) (Figura 5) 11/ 12:16:22_Qtro evento
que cambia es la inhibicién en el recambio de las células de la capa cérnea, ya sea
directamente o por la alteracion en la funcion de los linfocitos, asegurando asi su

persistencia en el hospedero 6.

Las dermatofitosis cronicas son un problema que ha aumentado su frecuencia en la
consulta dermatolégica debido a su estrecha relacion con diversos factores de
inmunosupresiéon, como diabetes mellitus descompensada, infeccion por virus de
inmunodeficiencia (VIH/SIDA), neoplasias, el uso de antiinflamatorios esteroides
sistémicos o tépicos y farmacos inmunosupresores (ciclosporina, azatioprina) 8°.
Por otro lado, otras enfermedades dermatolégicas que aumentan la susceptibilidad
de los individuos para desarrollar infecciones crénicas por dermatofitosis son la
dermatitis atopica e ictiosis, por el defecto de barrera y la cantidad excesiva de

células queratinizadas, respectivamente 2% 71,
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1.2.1.-Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas que presentan los pacientes con infecciones cronicas
por dermatofitos pueden ser leves o moderadas, con una amplia variedad de
expresiones clinicas. Esta variacion es el resultado de la respuesta inmune del

hospedero a una determinada especie de dermatofito 12 37: 96

Tradicionalmente las infecciones causadas por dermatofitos han sido nombradas de
acuerdo a la localizacion anatomica involucrada (cuadro 6). Las manifestaciones
clinicas que se presentan en la piel glabra varian ampliamente dependiendo de la
relacion hongo-hospedero, sin embargo, generalmente se caracterizan por lesiones
anulares de bordes elevados, con una triada de manifestaciones: eritema,

descamacion y prurito 7,
Cuadro 6. - Tipos de dermatofitosis cronicas, cuadro clinico y principales agentes causales.

Tipo de Cuadro clinico Agente causal Referencia

dermatofitosis

Localizacion intra/subcutanea
Granuloma de caracterizada por placas eritemato- T. rubrum Nenoff et al.
Majocchi escamosas que exhiben papulas y T. tonsurans (2014) 72
pustulas foliculares.
Localizada a los pies caracterizada por
Sindrome de T. | vesiculas (>2mm) en el arco plantar, alos | T. interdigitale Zaias et al. (2003)
interdigitale lados de los pies y talén. Onicomicosis 105
superficial blanca.

Afecta al menos cuatro sitios corporales

Sindrome de T. como pies (plantas), manos (palmas), T. rubrum Nenoff et al.
rubrum ufias y algun otro sitio con la exclusion del
yal (2014) 72
area inguinal.
Bonifaz (2012) 13
Afecta la region inguino-crural, E. floccosum Nenoff et al.
De laingle caracterizada por placas eritemato T. rubrum
9 porp (2014) 7%

escamosas, con margen elevado y _
) Weitzman et al.
prurito.

(1995) 29

Continua abajo
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Tipo de Cuadro clinico Agente causal Referencia
dermatofitosis

Cafarchia et al.
Afecta la palma, dorso y regiones (2013)15' Nenoff

De la mano interdigitales de la mano, caracterizada T. rubrum
g etal. (2014) 7%

por descamacion leve a profusa. .
Weitzman et al.

(1995) 29
Se puede presentar de cuatro formas:
blanca superficial, subungueal distal Burkhart et al.
lateral, subungueal proximal o distréfica E. floccosum (2002) 14
De las ufias total. Caracterizada por paquioniquia, T. interdigitale Manzano —
onicolisis y cambio de coloracién. T. rubrum Gayosso et al.
Dermatofitomas caracterizados por T. tonsurans

(2008) 99 zaias
bandas blancas a amarillentas o masas

105
blancas circunscritas. etal. (2003)

Afecta pliegues interdigitales con lesiones Nenoff et al.
De los pies descamativas, maceracion y supurativas, E. floccosum (2014) 7%
en la cara plantar del pie se caracteriza T. interdigitale Weitzman et al.
por hiperquetatosis (mocasin). T. rubrum (1995) 99
Lépez-Martinez et
M. audouinii al. (2012) 57/
Afecta tronco, hombros, extremidades y M. gypseum Manzano —
Del cuerpo ocasionalmente la cara. Las T. interdigitale Gayosso et al.
manifestaciones son similares a la T. rubrum (2008) 60,
inguinal. T. tonsurans

) Weitzman et al.
T. violaceum

(1995) 99
Las lesiones se caracterizan por poca o
nula inflamacioén y descamacion. Pueden Jacobs et al.
presentar infecciones inflamatorias M. canis 48
(2001) *©
Incognito o profundas (dermis) o mimetizar otras T. interdigitale
. o . Manzano —
atipica condiciones dermatolégicas (lupus T. rubrum
. . Gayosso et al.
eritematoso, dermatitis por contacto, T. tonsurans

60
psoriasis, eczema, rosacea). (2008)
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1.2.2.-Epidemiologia

Las dermatofitosis son las micosis mas frecuentes y constituyen aproximadamente
del 20 a 25% de los diagndsticos de la consulta dermatoldgica 37. Trichophyton
rubrum es el dermatofito que presenta la mayor frecuencia en la poblacion urbana,
principalmente como causante de dermatofitosis cronicas. Mundialmente se ha
observado un incremento en el aislamiento de esta especie en diferentes formas
clinicas: de las ufias del 64.4% a 79.3%, del cuerpo e ingle del 32 a 47%, de la mano
del 64.4 a 80% Yy de los pies del 56.8 a 82.9% 78.

Durante los pasados 100 afios, el espectro de dermatofitos ha cambiado
marcadamente en todo el mundo con diferencias que dependen del area geografica
y otros factores tales como la inmigracion. La alta frecuencia de dermatofitosis en
ciertas regiones se atribuye a: 1) factores ambientales como alta temperatura (30 —
35°C) y humedad relativa (75 — 100%), las cuales son condiciones favorables para
la dispersién y desarrollo fangico; 2) factores sociodemograficos como estatus
socioeconémico bajo, promiscuidad, contacto con animales de compafia y

deficientes condiciones de higiene 74 44,

En México las dermatofitosis constituyen del 70 al 80% de todas las micosis y tienen
una frecuencia del 5% en la consulta dermatoldgica & 58, Las especies mas
comunes causantes de estas infecciones son cinco: T. rubrum (71.2%), T. tonsurans
(6.9%), T. interdigitale (5.5%), M. canis (4.5%) y E. floccosum (1.3%). Las formas
clinicas mas frecuentes de dermatofitosis son de las ufias (59.9%), seguida por la
de los pies (24.5%) 35.

La dermatofitosis de las ufias es la forma que afecta principalmente a individuos de
mas de 60 afios. La tendencia que se ha observado en este grupo de pacientes se
debe ala dificultad en el tratamiento aunado a la elevada tasa de fracaso terapéutico
que han presentado, la cual oscila entre el 20-50%. En general la tasa en el
cumplimiento del tratamiento ha sido baja (49%), debido al prolongado tiempo de
administracion de éste y al lento crecimiento de las ufias 7. La prevalencia de este

tipo de infecciones puede variar entre el 2.5 — 16% siendo mas alta entre ciertos
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grupos de riesgo, como los pacientes diabéticos (33%) y con insuficiencia venosa
periférica o alteraciones de la queratinizacién (psoriasis e ictiosis) 4% 5% 71 E|
aumento en la frecuencia de infecciones en las ufias en relacion con otras formas
clinicas de dermatofitosis se debe al incremento en el contacto con las fuentes de
infeccion (piscinas, actividades deportivas, calzado cerrado) y al aumento en la
incidencia de diabetes mellitus y enfermedades vasculares 74. Por ello son
importantes las medidas de tratamiento a las fuentes de infeccion potencialmente
re-infectivas, para evitar el alto riesgo de falla en el tratamiento establecido al

paciente 34,

Para lograr un tratamiento mas exitoso en las dermatofitosis cronicas deben
tomarse en cuenta varios aspectos: 1) las medidas generales para restablecer las
condiciones Optimas del area anatomica afectada, 2) el farmaco antifangico utilizado
gue sea de amplio espectro para la erradicacidon del agente causal y 3) restauracion
de la inmunidad (reactivacion de la actividad fagocitica de macréfagos) en el

individuo afectado 1289,

1.3.-Antifungicos
1.3.1.-Historia

En el siglo XX se hizo el descubrimiento e introduccion de los compuestos
antifangicos disponibles hoy en dia (Figura 7), con la demostracién de la actividad
antifingica de ciertas moléculas. El descubrimiento de éstas inici6 en 1939 con la
griseofulvina, seguida del grupo de los azoles (benzimidazol en 1944, miconazol y
clotrimazol en 1969, econazol 1970), los polienos (1949), la cicloheximida también
conocida como actidiona y natamicina A (1946), anfotericina B (1950), flucitocina
(1973) y amorolfina (1981) 40, 72,76, 83, 93

A partir de los 70°s se dieron avances en la investigacion de nuevos antifingicos
mas seguros y de amplio espectro. El lento progreso observado comparado con el
desarrollo de los antibacterianos fue por las caracteristicas de las células fungicas;

gue son eucariotas similares a las células de los mamiferos. Por lo tanto, los
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farmacos que inhiben la biosintesis de proteinas, ARN o ADN en hongos presentan

gran potencial de toxicidad en las células del hospedero 49 83,

Para los afios de 1980°s, cuatro grupos de farmacos antifingicos fueron
identificados: polienos, azoles, morfolinas y alilaminas. Sin embargo, el Unico
farmaco introducido para el tratamiento de infecciones fungicas sistémicas fue
ketoconazol (1981). Los avances realizados en los 1990°s llevaron a la sintesis de
terbinafina (alilamina), para el tratamiento de las dermatofitosis y una nueva
formulacion lipidica de anfotericina B con mejores perfiles de seguridad. La primera
generacion de triazoles (fluconazol e itraconazol) estuvo disponible entre 1990 y
1992. La sintesis de equinocandinas (caspofungina, micafungina y anidulafungina)
y la segunda generacion de triazoles (voriconazol, posaconazol e isavuconazol) se

llevd a cabo en los afios 2000°s 72/ 83,

El incremento de infecciones oportunistas en hospederos inmunocomprometidos y
la falla terapéutica se han asociado a resistencia clinica o microbiolégica. Este
fenomeno ha permitido seguir con lineas de investigacion enfocadas en la sintesis

de antifingicos nuevos, seguros y mas efectivos 1749,

1930s 1940s 1950s 1960s 1970s 1980s 1990s 2000s

1981
1944 Ketoconazol oral y 2001 )
Primer antifungico amorolfina topica. a‘;‘;‘;g&ir;::s
azol micafungica y
1946 anidulafungina)
Cicloheximida 1969
1949 Introduccion de 1990 2002-2015
Primer polieno nlllcignazolly Terbinafina y 2° generacion de
nistatina clotrimazo utilizacién de  azoles (voriconazol,
(tdpicos) 1973 ciclopirox en  posaconazol e
1950 Introdu_ccién laca isavuconazol)
1939 Anfotericina B e de flucitocina 1990 - 1992
Griseofulvina introduccion al 1° generacion
mercado en 1957 1974 . de azoles
Introduccion sistémicos
1958 de econazol (fluconazol e
Griseofulvina oral itraconazol)

y clormidazol
topico disponibles
en el mercado

Figura 7.- Eventos clave en el desarrollo de antifingicos.
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1.3.2.- Caracteristicas de las moléculas y mecanismos de accion

En esta seccion se describiran principalmente las caracteristicas de los antifungicos
relacionados con este estudio. La indicacion terapéutica de los antifungicos de
formulaciones topicas es limitada en las infecciones por dermatofitos y que no
afectan grandes areas. Mientras que los tratamientos sistémicos o combinados son
de gran utilidad en el caso de las infecciones diseminadas, extensas, profundas,

recidivantes o en los casos severos de afeccion ungueal 17: 99,

El mecanismo de accion de los azoles (ketoconazol, clotrimazol y miconazol) se
basa en la inhibicion de la sintesis de ergosterol, principal componente de la
membrana plasmatica fungica, a través de la inhibicion del citocromo P450,
dependiente de la enzima lanosterol 14-a-desmetilasa (Figura 11). En la udltima
década se ha observado una tendencia al uso de otros antifungicos (itraconazol,
voriconazol, amorolfina, terbinafina y ciclopiroxolamina), debido al amplio nimero
de efectos secundarios, interacciones medicamentosas, baja absorcién, recurrencia
y altas tasas (20 - 50%) de fracasos terapéuticos observados con los farmacos

imidazoles 17 66, 76, 83
1.3.2.1.-Terbinafina

La terbinafina (Figura 8) es un miembro de las alilaminas cuyo mecanismo de accién
es la inhibicién de la sintesis de ergosterol, al bloquear a la enzima escualeno
epoxidasa; enzima independiente del citocromo P450 (Figura 11). El resultado es
una deficiencia de ergosterol y una acumulacion intracelular de escualeno; lo que
se traduce en su accion fungicida y fungistatica 37 76, En el tratamiento de
infecciones por dermatofitos, la terbinafina presenta una mayor eficacia frente a
Trichophyton spp. que frente a Microsporum spp. 76. Ademas, exhibe actividad
antibacteriana in vitro contra bacterias Gram negativas y Gram positivas
potencialmente patégenas. La actividad antibacteriana de la terbinafina puede ser
una ventaja particular en el tratamiento del intertrigo interdigital de los pies, donde

se presenta una asociacién compleja de bacterias - hongos 37.
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Figura 8.- Estructura quimica de la terbinafina

La terbinafina es el Unico miembro de su clase efectiva tanto por via sistémica como
topica. La presentacion en crema al 1% es (til en el tratamiento de las dermatofitosis
del cuerpo e intertrigo interdigital del pie (después de terapia tépica de 1 a 2
semanas), en las infecciones cronicas de los pies se aumentan las semanas de
tratamiento (de 2 a 6 semanas) 7. La terapia topica esta asociada con altas tasas
de curacion (44 - 79.3%) y cortos periodos de tratamiento (6 -16 semanas) en

comparacion con la terapia con azoles 17, 74,

Algunos estudios demostraron la resistencia en algunos dermatofitos frente a
terbinafina. Esta se atribuye a una modificacion en la enzima diana, incremento en
el flujo del farmaco, adaptacion al estrés y sobre-expresién de salicilato mono-

oxigenasa 4 73,
1.3.2.2.-Amorolfina

La amorolfina (Figura 9) es un derivado morfolinico cuyo mecanismo de accion es
la inhibicién de la sintesis del ergosterol con actividad fungicida y fungistatica. En
presencia de amorolfina, el ignosterol, un esterol que contiene un doble enlace Ais,
es formado en lugar del ergosterol. Ademas, en altas concentraciones de este
farmaco se ha visto una gran acumulacién de escualeno. Por lo tanto, la amorolfina
al parecer interfiere con las enzimas A4 - reductasa y A7.s — isomerasa en la ruta de
biosintesis del ergosterol (Figura 11) 37. Su espectro de accion incluye a
dermatofitos, levaduras (Candida spp., Cryptococcus spp., Malassezia spp.),
hongos dimoérficos (Coccidioides, Histoplasma, Sporothrix), algunos hongos
filamentosos (Scopulariopsis spp.), hongos dematiaceos (Alternaria vy

Cladosporium) y bacterias del orden Actinomycetales 76 93,
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Figura 9.- Estructura quimica de la amorolfina

La amorolfina se encuentra en presentaciones topicas de crema (0.25 y 0.5%),
spray (0.5 y 2%) y laca al 5% 73. Su presentacion en laca al 5% es efectiva en las
dermatofitosis de las ufias con tasas de curaciéon del 60 — 76%, en un periodo de 3

a 6 meses 7.
1.3.2.3.- Ciclopiroxolamina

La ciclopiroxolamina (Figura 10) es un derivado de las hidroxipiridonas que ejerce
su actividad antifingica al quelar cationes trivalentes, incluyendo Fe3* y AF*, lo cual
resulta en la inhibicion de enzimas dependientes de metales, particularmente
citocromos, catalasas y peroxidasas, conduciendo a un transporte reducido de iones
a través de las membranas citoplasmaticas de los hongos y a un consumo reducido
de nutrientes 23. Ademas, al bloquear el transporte transmembranal de precursores
radioactivos, previene la incorporacion de éstos a proteinas, ARN y ADN,
interfiriendo asi con su sintesis (Figura 11) 3°. En las células del hospedero, la
ciclopiroxolamina inhibe la cascada del &cido araquiddnico, lo cual resulta en su
actividad anti-inflamatoria. Es activo frente a dermatofitos (aunque menos activo que
la terbinafina), levaduras (Candida spp., Malassezia furfur, Cryptococcus
neoformans, Saccharomyces cerevisiae), mohos (Aspergillus spp., Scopulariopsis
brevicaulis, Fusarium solani) y secundariamente frente a bacterias Gram positivas
y Gram negativas 39 76, 89, 93 gy actividad antibacteriana es particularmente

benéfica en el tratamiento de infecciones asociadas.

Figura 10.- Estructura quimica de la ciclopiroxolamina
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La ciclopiroxolamina tiene varias formulaciones topicas, disponibles para
administracion tanto en piel como en ufias; crema (0.77-1%), laca (8%), spray (1%),
suspension (0.77%), champ( (1%) y gel (0.77%) 39 8% 93| os rangos de curacion
micoldgica en las dermatofitosis de las ufias es entre el 29-36%, alcanzados con la
formulacién en laca al 8% en periodos de tratamiento de 48 semanas 7. En el caso
del uso de crema (1%) en la piel glabra se han observado tasas de curacién que
varian del 35 al 90% en periodos de 2 semanas a 3 meses 2°. La carencia de efecto
de bombas de resistencia al farmaco puede permitir el uso de ciclopiroxolamina por
tiempo prolongado sin reduccion significativa de su eficacia antifangica y

antibacteriana 3°.

Acetil- CoA \
Escualeno 7

Escualeno epoxidasa » | ———— terbinafina Enzimas

Escualeno Epoxido dependientes
1' ) ‘ de metales

§

Lanosterol
14-a-desmetilasa ‘ l b A20lES
4,4-dimetolcolesta-8,14,24-trienol
A4 - reducfasa l ' —
4,4-dimetilzimosterol ‘ .
l %— amorolfina ' NG

Fecosterol

A7-8 - isomerasa *1 —J

ciclopiroxolamina

| Episterol

Ergosterol

Figura 11.- Mecanismos de accién de los antifungicos

1.3.3.-Resistencia a antifungicos

En la Ultima década la resistencia antifiungica emergié debido al uso prolongado de
agentes antifungicos en micosis cutaneas. La resistencia antifingica puede ser
clinica, microbiolégica o una composicion de las dos. La resistencia clinica se define

como la persistencia o progresion de una infeccion debido a una falla en la
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erradicacion del microorganismo, a pesar de una adecuada administracion del
antifangico. Las fallas pueden ser atribuidas a un diagnéstico incorrecto, interaccion
con otros farmacos y una dosis o duracion sub-optima de la terapia. Una respuesta
clinica exitosa a la terapia antifungica depende no solamente de la susceptibilidad
del organismo patégeno, sino también del sistema inmune del hospedero, la
penetracion y distribucion del farmaco, la cooperacion del paciente, y la ausencia

de un foco de infeccion persistente 23.

La resistencia microbiologica primaria o intrinseca es encontrada naturalmente
entre ciertos hongos sin una exposicion previa al farmaco. Mientras que la
resistencia secundaria se desarrolla entre aislados expuestos previamente al
antifangico y generalmente depende de la alteracion en la expresién de genes
(Ergll, TruMDR1, TruMDR2) 23 64,73,

Los mecanismos bioquimicos de los hongos que contribuyen al fenotipo de
resistencia a los farmacos son: 1) decremento o disminucién de la introduccién del
farmaco a la célula fungica (cambios en permeasas de membrana); 2) alteraciones
estructurales en el sitio diana; 3) incremento en el flujo del farmaco (por sobre-
expresion de transportadores de bombas de flujo TruMDR1 y TruMDR2) o 4) una
combinacién de éstos en niveles de dianas intracelulares 23 49, Desde un punto de
vista molecular, estos cambios bioguimicos pueden resultar de una amplificacion,
transferencia o delecién de genes, mutaciones puntuales, pérdida de elementos

regulatorios en funciones cis o trans y activacién transcripcional 23.

Otro mecanismo de resistencia ha sido atribuido a la produccién de biopeliculas, las
cuales confieren resistencia, tanto a las defensas del hospedero como a los
farmacos antifingicos 23 25, La resistencia de las biopeliculas flingicas incluye
mecanismos de la matriz extracelular, actividad de bombas de flujo, células
persistentes que fungen como reservorio y a partir de las cuales se puede
desarrollar nuevamente la infeccion, densidad celular, sobre-expresion de dianas

de antifingicos, respuestas de estrés y la fisiologia general de la célula 77.
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2.- Planteamiento del problema

Las dermatofitosis son un problema de salud publica que afecta al 20 - 25% de la
poblaciéon mundial. En los ultimos afios se ha dado un aumento en el nimero de
casos de dermatofitosis que pasan a un estado cronico, de las cuales T. rubrum
representa el principal agente causal. En general, las formas clinicas cronicas estan
asociadas a pacientes inmunocomprometidos, 0 que presentan lesiones extensas
persistentes y con resistencia (clinica o microbioldgica) a los tratamientos
antifangicos. La cronicidad y la resistencia son eventos posiblemente relacionados
con la formacion de biopeliculas. Estos hallazgos han llevado a fallas en los
tratamientos establecidos, con exposicion prolongada al antifingico y altos costos.
Ante la evidencia de las bajas tasas de curacion y el aumento en los efectos
adversos presentados por los farmacos de uso clinico comun (griseofulvina e
imidazoles) se han desarrollado antifiingicos con diferentes mecanismos de accion,
que tengan menor toxicidad y mejor actividad contra el hongo. A pesar de los
avances tecnolégicos aun no se ha establecido cual es el mecanismo que explica
la interaccidbn hongo-hospedero en las infecciones crénicas. Por lo anterior es
pertinente determinar la identidad de las especies de dermatofitos causantes de
estas infecciones. La diversidad fenotipica de T. rubrum podria estar relacionada
con el patron de sensibilidad a los antifingicos o cronicidad de las infecciones. Por
lo que es necesario establecer el perfil de sensibilidad presentado por los agentes
causales de dermatofitosis cronica a distintos farmacos de reciente introduccion. De
la misma forma es importante evaluar la capacidad de estos hongos como
formadores de biopeliculas y relacionarlo con el perfil de sensibilidad con la finalidad

de tener estrategias profilacticas y terapéuticas para este tipo de infecciones.
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3.- Objetivo general

Caracterizar las especies de dermatofitos y variedades de Trichophyton rubrum
causantes de infecciones crénicas en el humano, su capacidad de formar

biopeliculas y su patrén de sensibilidad a tres antifingicos.

4.- Objetivos particulares

Identificar los aislados de dermatofitos y variedades de Trichophyton rubrum
obtenidas de pacientes con dermatofitosis crénica por sus caracteristicas

fenotipicas y pruebas fisioldgicas.

Valorar el perfil de sensibilidad antifangica de cada uno de los dermatofitos aislados

frente a terbinafina, amorolfina y ciclopiroxolamina.

Demostrar la capacidad de formacién de biopeliculas in vitro por los aislados de
dermatofitos a través de la observacion morfolégica y cuantificacién de la biomasa

y de la matriz extracelular.
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5.- Material y método

5.1.- Aislados

Dieciocho aislados clinicos de dermatofitos causantes de infeccion crénica fueron
incluidos en el estudio, asi como una cepa control de Trichophyton interdigitale
ATCC 9533. Los diferentes aislados fueron obtenidos de los pacientes atendidos en
los hospitales Dario Fernandez, Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los
Trabajadores del Estado (ISSSTE); Hospital de Especialidades Centro Médico
Nacional, Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y el Laboratorio de
Micologia Médica, Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) (Anexo 1).

Los pardmetros que se consideraron para incluir a los aislados obtenidos de
pacientes con dermatofitosis crénica fueron aquellos que presentaran dos o mas de
los siguientes criterios: infeccibn mayor de un mes de evolucion, diseminada a dos
0 mas regiones corporales, falla en la respuesta al tratamiento antifingico
establecido y reactivacion de la infeccion. De cada paciente se realizé una hoja de
registro con los siguientes datos: edad, género, tiempo de evolucion de la
enfermedad, localizacion topografica de la lesion, manifestaciones clinicas,

tratamiento antifingico previo, enfermedades y tratamientos asociados (Anexo 2)
5.1.1- Cultivo y purificacion de aislados

De cada paciente se tom6 muestra de escamas de piel o ufias, que fueron
procesadas en el laboratorio de Micologia Médica por medio de un estudio
micoldgico, el cual incluyd: 1) examen directo con hidréxido de potasio (KOH) al
20%; algunas escamas se colocaron sobre un portaobjetos, se afiadié 1 gota de
KOH a 20%, se colocd un cubreobjetos y se visualizé bajo el microscopio 6ptico
para la busqueda de hifas y/o artroconidios. 2) Cultivo en agar dextrosa Sabouraud
(ADS) y en ADS adicionado con cicloheximida y cloranfenicol (ADS-A); cada
muestra fue sembrada por picadura en los medios de cultivo, las placas fueron
incubadas a 28°C durante 7 a 14 dias. De cada aislado se realizaron cultivos
monosporicos; las colonias fungicas fueron cosechadas con ayuda de un asa

micologica estéril y se colocaron en tubos de 5 mL que contenian solucion salina al
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0.95%, se agitaron en el vortex para separar los conidios de las hifas.
Posteriormente se colocaron 2 pL de la suspension en placas de ADS-A y se
sembraron por estria cerrada en cuatro direcciones con un asa bacteriolégica estéril.
Las placas fueron incubadas a 28°C, con revision diaria, hasta la observacion de
colonias fangicas de aproximadamente 2 - 3 mm de crecimiento. Una colonia
filamentosa aislada fue seleccionada y transferida con una aguja de diseccion a una
placa con ADS-A. Se incubd a 28°C durante 7 a 14 dias hasta su crecimiento. Lo

anterior con la finalidad de asegurar la purificacion de cada uno de los aislados.
5.1.2.- Identificacién de dermatofitos y variedades de T. rubrum

Para la identificacion del género y especie de los dermatofitos se valoraron las
caracteristicas morfoldégicas macro y microscopicas que presentaban los aislados
en diferentes medios de cultivo que estimulan la produccion de conidios y pigmento:
agar peptona al 1% (AP), agar avena sales (AAS), agar tierra pelos (A-TP), agar
acido casimino (AAC), agar Gorodkowa (AG), agar extracto de carne dextrosa
(AEC-D), agar harina de maiz dextrosa (AHM-D) y agar lactrimel (AL). Para las
pruebas fisiologicas se utilizaron agar glucosa-leche-purpura de bromocresol (AG -
BCP), agar urea de Christensen (AUC) y la prueba de perforacion de pelo in vitro
(Anexo 4).

Para la identificacion de variedades de T. rubrum se siguieron los lineamientos
establecidos en el esquema de Kaminski, el cual se basa en el uso de diversos

medios y pruebas fisioldgicas>°.
5.1.2.1.- Fundamento de los medios y pruebas fisioldgicas
Agar glucosa-leche-purpura de bromocresol

Este medio de cultivo es utilizado para: 1) la delineacion de especies de acuerdo a
las diferencias en la disociacion de proteinas (el rompimiento de la caseina libera
iones amonio que alcalinizan el medio, evidenciado a través del cambio de
coloracién de azul a purpura); 2) la deteccidon de contaminacion bacteriana que
pueda suprimir el crecimiento de los dermatofitos; 3) la produccion de pigmento por

las colonias de algunas variedades de T. rubrum; 4) la produccion de macroconidios
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por M. canis y especies de Trichophyton y 5) la delimitacion de especies por la tasa
de crecimiento, debido a la supresidn en el crecimiento de especies del complejo T.

rubrum por la presencia de glucosa 52 90,91,
Agar urea de Christensen

Algunos dermatofitos tienen la capacidad de hidrolizar la urea a través de la
actividad de ureasa. El rompimiento de la urea libera iones amoniaco, los cuales
modifican el pH del medio, evidenciado por el viraje de color amarillento (pH acido)
a rosa fucsia (pH alcalino). Esta prueba es comunmente utilizada para diferenciar
T. rubrum (ureasa negativa) de T. interdigitale (ureasa positiva) entre los 4 a 7 dias

de incubacién a 28°C 75.
Prueba de perforacion del pelo in vitro

Algunos dermatofitos son capaces de penetrar e invadir la vaina del pelo por
producir 6rganos perforantes especializados, mientras que otras especies se
adhieren al pelo por simple erosion de la cuticula. Esta prueba permite diferenciar
los aislados de T. rubrum tipo “downy” tipica (sin 6rganos perforantes) de los
aislados atipicos (pleomoérficos) de T. interdigitale que producen d&rganos

perforantes entre 7 y 14 dias. Ademas, estimula la conidiacién 7>.
ADS adicionado con 3-5% de cloruro de sodio (ADS-NaCl)

La adicién del 3 al 5% de NaCl al ADS permite la identificacion de dermatofitos de
acuerdo a su tolerancia al compuesto. EI ADS-NaCl 3% también es util para la
identificacion de aislados atipicos de E. floccosum; este medio se recomienda para
la conservacion, ya que retarda la degeneracion de esta especie. Otra ventaja de la
adicion de NaCl es la estimulacion de produccion de macroconidios en tres

dermatofitos: M. audouinii, T. interdigitale y M. persicolor 32,
Agar Littman Oxgall (ALO)

Este medio reduce el diametro de las colonias fangicas e inhibe el crecimiento de

bacterias contaminantes, facilitando el desarrollo de los hongos de lento
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crecimiento. El esquema de Kaminski, es util para diferenciar las variedades de T.

rubrum tipo granuloso y “downy” 39,

Agar avena-sales, agar lactrimel, agar peptona al 1%, agar acido casimino, agar

extracto de carne dextrosa, agar harina de maiz dextrosa y agar Gorodkowa.

Estos siete medios de cultivo favorecen la conidiacion en los aislados atipicos y
estimulan la produccion de pigmento. Algunos son Utiles en la identificacion de

variedades de T. rubrum de acuerdo al esquema de Kaminski 3% 52,
5.2.- Prueba de sensibilidad antifungica

Para las pruebas de sensibilidad in vitro de los diferentes dermatofitos aislados
frente a terbinafina (TRB), amorolfina (AMR) y ciclopiroxolamina (CPX), se siguieron
los lineamientos del documento M38-A2 del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI, siglas en inglés) 1°. Todos los procedimientos se llevaron a cabo

por duplicado.
5.2.1.- Solucién madre de los antifungicos

La solucién madre de cada uno de los antifungicos se prepard disolviendo la
cantidad correspondiente de cada uno de ellos, en el solvente adecuado para llegar
a una concentracion final de 16 pg/mL. En el caso de TRB y AMR el solvente
utilizado fue dimetil-sulfoxido (DMSO), mientras que la CPX fue disuelta en agua
mili-Q. Cada solucién fue esterilizada con unidades filtro de 0.22um y conservadas

a -20°C hasta su utilizacion.
5.2.2.- Caldo RPMI 1640

El medio utilizado para las pruebas de sensibilidad antifangica por microdilucién en
caldo RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 con L- glutamina sin bicarbonato
de sodio y el amortiguador acido 3-(N-morfolino-propanosulfonico) (MOPS) a un pH
de 7 (anexo 3). Este medio ha sido recomendado para las pruebas de sensibilidad,

ya que no tiene un efecto antagoénico con los agentes antifiingicos 1°.
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5.2.3.- Preparacion de diluciones de antifungicos

Las diluciones seriadas fueron preparadas de acuerdo al procedimiento establecido
en el documento M38-A2 del CLSI. Los rangos de concentracion de los tres
antifingicos fue de 16 a 0.03 pug/mL, posteriormente se hizo una dilucion 1:50 en
medio RPMI para el llenado de las placas de 96 pozos y se distribuyeron en las
columnas (1- 10) de la placa de manera decreciente. La secuencia del
procedimiento se muestra en la figura 12 para AMR y TRB y en la figura 13 para
CPX.

5.2.4.- Preparacion de microplacas con antifiUngicos

Se utilizaron microplacas estériles de 96 pozos con fondo concavo distribuidos en
12 columnas y 8 filas. El llenado de las placas se realiz6 de izquierda a derecha.
Para ello se depositaron 100 yL de cada una de las diluciones de antifingicos
preparadas previamente de la columna 1 a la 10, disminuyendo su concentracion
sucesivamente. De tal forma que la columna 1 tuviera la mayor concentracion y la
columna 10 la menor. Los pozos de la columna 11 fueron el control de crecimiento
(CC) y los de la columna 12 el control de esterilidad (CE), en ellos se depositaron
100 pL de medio RPMI 1640 sin antifangico. Las microplacas se mantuvieron a -

20°C hasta su utilizacion.
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Figura 12.- Antifangicos insolubles en agua (amorolfina y terbinafina). Diluciones correspondientes,

concentraciones y disposicion en la microplaca. Control de calidad (CC) y control de esterilidad (CE).
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Figura 13.- Antifangicos solubles en agua (ciclopiroxolamina). Diluciones correspondientes, concentraciones

y disposicién en la microplaca. Control de calidad (CC) y control de esterilidad (CE).
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5.2.5.- Preparacion de los inéculos

La suspension indculo de cada aislado se obtuvo a partir del crecimiento colonial de
10 a 14 dias en tubos con AL. La preparacion del in6culo se realizé agregando 2
mL de solucion NaCl al 0.95% a los tubos y removiendo suavemente la superficie
de la colonia con ayuda del asa bacteriol6gica. Un mL de la suspension de conidios
fue cosechado con una pipeta Pasteur estéril y colocada en tubos estériles de 1.5
mL. Los tubos se dejaron reposar 10 min para la precipitacion de las particulas mas
pesadas. Posteriormente se contaron los conidios con una camara de Neubauer y
se ajustd a una concentracion de 1 x 10° UFC/mL. El volumen del in6culo fue
aforado a 5 mL y posteriormente diluido en RPMI 1640 para obtener una
concentracion final de 1 x 103 UFC/mL. Se agité por 15 seg con el vortex para
homogeneizar la suspension. Finalmente 100 puL de cada una de las suspensiones
del aislado problema se distribuyeron de la fila “C a la H”. Candida parapsilosis
ATCC 29019 y C. krusei ATCC 6258 fueron utilizadas como control de calidad del
meétodo. Las placas fueron incubadas a 37°C por 48h y posteriormente 5 dias a
28°C.

5.2.6.- Unidades formadoras de colonias (UFC)

Para verificar la concentracion de la suspension indculo se tomaron 2 uL de la
suspension 1 x 108 UFC/mL y se sembraron por estria cerrada en cuatro direcciones
sobre las placas de ADS. Las placas se incubaron a 28°C de 7 a 10 dias después

de los cuales se contaron las UFC.
5.2.7.- Lectura de las placas de sensibilidad

La lectura de las placas de sensibilidad se realiz6 de manera visual con un espejo
invertido a las 24 y 48 h para el caso de las cepas de control de calidad del método
y 7 dias para el caso de los dermatofitos. En cada lectura se verifico la ausencia de
crecimiento fangico en los pozos de la columna 12 (CE) y el crecimiento en la
columna 11 (CC). A los siete dias se realiz6 lectura de la microplaca con el

espectrofotometro (Dynex MRX Il) a una densidad optica (DO) de 405 nm.
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5.2.7.1.- Concentracion minima inhibitoria (CMI)

La CMI fue determinada como la minima concentracién del farmaco a la que se
produjo una inhibicién del 90% del crecimiento fuingico. Actualmente no existen
puntos de corte definidos para los farmacos AMR, TRB y CPX, pero con base en
diversos estudios in vitro en aislados clinicos, se consideré la CMI < 1 pg/mL,

sensible; 2 pg/mL, intermedia y = 4 ug/mL, resistente 37.
5.2.7.2.-Concentracion minima fungicida (CMF)

Para estimar la CMF de cada aislado frente a los diferentes farmacos se tomaron 2
ML del contenido de los pozos de cada aislado correspondientes a la inhibicion del
farmaco. Las muestras se sembraron por estria cerrada, en placas de ADS
previamente marcadas, en sentido de las manecillas del reloj. El primer cuadrante
correspondio al ultimo pozo en el que se observo crecimiento y los tres siguientes
del proceso de inhibicién. Las placas se incubaron de 7 a 10 dias a 28°C.
Posteriormente se contaron el nimero de UFC correspondientes a cada cuadrante.
La CMF se determin6 como la minima concentracion del farmaco a la que se produjo
un efecto fungicida, establecido como el ultimo cuadrante de la placa en el que se
registré el crecimiento de 3 0 menos colonias y se compar6é con la dilucién

correspondiente.
5.3.- Formacion de Biopeliculas

Para evaluar la formacion de biopeliculas en los dermatofitos se siguieron los
procedimientos descritos por Mowat et al. (2007) 67 y Costa- Orlandi et al. (2014) 29,
Para evaluar la formacién de biopeliculas se realizaron: A) observacion de las
caracteristicas morfolégicas y B) evaluacién de la masa de la biopelicula y la matriz
extracelular. Todos los procedimientos se llevaron a cabo por duplicado.

5.3.1.- Preparacion del indculo

La reactivacion de los aislados se realizé a partir de resiembras consecutivas cada
7 dias en ADS, ATP y AL, sucesivamente 61, con el fin de promover la esporulacion

y facilitar la obtencion de conidios necesarios para lograr la concentracion deseada

46



del inéculo. Para la preparacion del indculo se partié de cultivos de 7 a 10 dias de
crecimiento (dependiendo de la especie) en tubos con AL incubados a 28°C. A cada
tubo del aislado problema se le agregaron 5 mL de tampdn de fosfatos salinos (PBS)
0.01M (pH 7.2), con ayuda del asa micologica se removio suavemente para facilitar
la separacion de conidios. La suspension fue cosechada con pipetas Pasteur de 1
mL y colocada en tubos estériles de 5 mL. Los conidios fueron contados con camara
de Neubauer y la suspension fue ajustada con medio RPMI a una concentracion
final de 1 x 106 UFC/mL.

5.3.2.- Fase de preadhesion

El ensayo de formacion de biopeliculas se realiz6 en placas de 6 pozos, de los
cuales 5 fueron utilizados para la evaluacion de diferentes aislados y el sexto pozo
como control blanco. En cada ensayo se utilizaron tres placas, una por cada prueba:
1) morfologia de la biopelicula; 2) masa de la biopelicula y 3) matriz extracelular. La
placa para evaluar morfologia se prepard previamente con cubreobjetos estériles
de 22 mm. Para la fase de preadhesién se agregaron 2 mL del in6culo a un pozo de
cada placa y se incubé 3 h sin agitacion a 37°C. El sobrenadante fue removido de
cada pozo y las células fueron lavadas suavemente tres veces con 1000 uL de PBS
0.01M (pH 7.2), con el fin de remover las células no adheridas. Finalmente, a cada
pozo se le agregd 3000 pL de caldo RPMI 1640 - 2% de glucosa a cada pozo. Las

placas fueron incubadas a 37°C por 72 h en agitacion de 100 rpm.
5.3.3.- Evaluacién morfolégica de la formacién de biopeliculas

Los cubreobjetos de cada pozo de la placa de morfologia fueron lavados por
triplicado con 1000 puL de PBS 0.01M (pH 7.2), con la finalidad de remover las
células no adheridas. Después de dejar secar a temperatura ambiente, 400 yL de
cristal violeta (CV) (0.4%) fueron agregados a cada cubreobjetos, durante 45 min.
El exceso de colorante fue removido mediante tres lavados con 1000 pL de agua
destilada. Para la observacion de las biopeliculas formadas, los cubreobjetos fueron
colocados en portaobjetos y visualizados en un microscopio invertido (Olympus
IX70).
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5.3.4.- Cuantificacion de la masa de biopeliculas con cristal violeta

Los pozos de cada placa fueron lavados por triplicado con 1 mL de PBS 0.01M (pH
7.2), con la finalidad de remover las células plancténicas. Después de dejar secar a
temperatura ambiente, 400 pL de solucion de CV al 0.4% fueron adicionados a cada
pozo por 5 min. Los pozos fueron lavados de 3 a 4 veces con agua destilada estéril
para remover el exceso de colorante. Las biopeliculas fueron destefiidas por la
adicion a cada pozo de 1000 uL de solucion de etanol al 95% durante 45 min a
temperatura ambiente. Posteriormente la solucidon de etanol fue suavemente
homogeneizada hasta solubilizar completamente el colorante. La DO de la solucion
resultante fue leida en un espectrofotometro (Jenway Genova) a una longitud de
onda de 570 nm. Los valores de absorbancia fueron proporcionales a la cantidad de
biomasa de la biopelicula, la cual incluye hifas y material polimérico extracelular (a
mayores cantidades de material biol6gico, mayores niveles de absorbancia) 7°. Los
aislados fueron considerados como buenos o malos formadores de biopeliculas de
acuerdo al valor de la media (X) (por arriba de la X: buenos formadores; por debajo

de la X: malos formadores).
5.3.5.- Cuantificacion de la matriz extracelular de biopeliculas con safranina

Después de las 72 h de incubacion los pozos de cada placa fueron lavados por
triplicado con 1 mL de PBS 0.01M (pH 7.2), con el fin de remover las células en
suspensién. Después de dejar secar a temperatura ambiente, 400 uL de solucion
de safranina (SFR) al (0.1%) fue adicionado a cada pozo por 5 min. Después de
dicho tiempo cada pozo fue lavado suavemente con 1000 pL de agua destilada
hasta que el sobrenadante saliera claro (aproximadamente 6 lavados). La densidad
Optica de la solucién resultante fue leida en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 492 nm.
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5.4.- Andlisis estadistico

El analisis estadistico fue llevado a cabo usando ANOVA de una y dos vias,
comparaciones multiples con la prueba de Tukey y coeficiente de correlacion de
Pearson con el software GraphPad Prism 6. Los valores de p< 0.05 (ANOVA) fueron
considerados como estadisticamente significativos y los valores de 1 o cercanos a

1 (Pearson) fueron considerados como correlacion positiva.
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6.- Resultados
6.1.- Variables epidemioldgicas de los pacientes

De los 17 pacientes con dermatofitosis cronica incluidos en este estudio, uno fue
excluido por pérdida del aislado fungico. De los 16 pacientes, el 43.75%
correspondieron al género femenino y 56.25% al masculino. La edad promedio fue
de 42.18 afios con un rango de 19 a 84 afos (Figura 14). El tiempo de evolucion de
las lesiones vario de 1 a 168 meses, con un promedio de 55.8 meses (Figura 15).
En la figura 16 se muestran algunos ejemplos de la localizacion anatémica de las
lesiones en los pacientes con dermatofitosis cronica. La principal topografia
afectada fue las ufias de los pies (31.25%), seguida de las formas diseminadas a
dos o mas areas anatémicas (25%). Otras localizaciones fueron pies (18.75%),
mama (6.25%), muslo (6.25%), gluteo (6.25%) e ingle (6.25%). Once de los 16
pacientes (68.75%) recibieron tratamiento previo con antifungicos; de éstos el
18.18% tratamiento combinado (ketoconazol con miconazol y ketoconazol con
itraconazol), mientras que el 81.82% recibié tratamiento Unico. De este ultimo el
33.33% de los pacientes recibid tratamiento con miconazol, el 22.22% con
terbinafina y el 11.11% cada uno con ketoconazol, itraconazol, voriconazol y
antifangico tépico no especificado. Las enfermedades asociadas a los pacientes con
dermatofitosis crénica fueron principalmente diabetes mellitus tipo 2 (60%), seguido
por dermatitis atopica (10%), celulitis (10%), traumatismos en la ufia (10%) e
infecciones bacterianas (10%) (Anexo 1).
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Figura 14. - Edades de los pacientes con dermatofitosis cronica incluidos en el estudio.

NB: corresponde a la clave del aislado.
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Figura 15.- Tiempo de evolucién de la dermatofitosis crénica en los pacientes incluidos en el estudio.

Figura 16.- Localizacion anatémica de las lesiones presentadas por los pacientes con dermatofitosis

cronica: A) pies (12NB); B) cara externa del muslo (13NB); C y D) diseminado a ingle, muslo y pies
(3NB(A) y 3NB(B)); E) abdomen (4NB) y F) ufias (9NB).
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6.2.- Aislados
6.2.1.- Especies identificadas

De los diecisiete aislados obtenidos se identificaron diversas especies del género
Trichophyton. De éstas, diez fueron Trichophyton rubrum (58.82%), cuatro T.
tonsurans (23.53%) y tres T. interdigitale (17.65%) (Figura 17). De las variedades
de T. rubrum, nueve de los aislados se incluyeron en el tipo “downy”, de los cuales
ocho fueron variedad “Y” y uno variedad “flava” (Anexo 3). Las caracteristicas
morfolégicas macro, microscépicas y tres pruebas fisioldgicas (AUC, AG-BCP y
prueba de perforacion de pelo in vitro) de las especies identificadas y variedades de
T. rubrum se observan en las figuras 18 y 19, respectivamente Las caracteristicas
morfologicas de uno de los aislados de T. rubrum (13NB) no coincidié con ninguna
de las variedades propuestas en el esquema de Kaminski. El aspecto de las
colonias fue aterciopelado, con pigmento rosa-salmén al anverso en ADS, el tiempo
de crecimiento de 7 a 10 dias, minimo desarrollo en ADS con NaCl al 5%, ausencia
de pigmento en agar peptona al 1%. La prueba de urea fue parcialmente positiva a
los 14 dias. MicroscOpicamente presentd numerosos conidios, variacion en el
tamafio y forma de los microconidios, los extremos de las hifas semejantes a

macroconidios y abundantes cadenas de clamidoconidios en AT (Figura 20).

T. interdigitale

B 7. tonsurans

we T. rubrum var. "Y"
T. rubrum var. flava
T. rubrum

Figura 17.- Porcentaje de las diferentes especies identificadas de dermatofitos y variedades de T. rubrum.
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Trichophyton tonsurans Trichophyton interdigitale

ADS reverso

AUC

Figura 18.- Caracteristicas morfolégicas de A) Trichophyton tonsurans y B) Trichophyton interdigitale en los diferentes
medios y pruebas fisiologicas utilizados para su identificacion. Imdgenes microscopicas: Al) Microconidios piriformes
dispuestos en cruz en AL. A2) Macroconidio alargado en AL. B1 y B2) Cuerpos perforantes en prueba de perforacion

de pelo in vitro. B3) Macroconidios en ADS. B4) Hifas en espiral y racimos de microconidios esféricos en ADS.
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Trichophyton rubrumvar. “Y” Trichophyton rubrumvar. flava

ADS
anversoy
reverso

AP
anversoy
reverso

ALO y ADS NaCl

AL y AG-BCP

AEC-D y AHM-D |

AUC

Figura 19.- Caracteristicas morfolégicas macro y microscopicas de A) Trichophyton rubrum var. “Y”y
B) Trichophyton rubrum var. flava en los diferentes medios y pruebas fisiolégicas utilizados para su
identificacién. Imagen microscépica muestra escasos microconidios piriformes, alternados a lo largo

de la hifa, de T. rubrum tipo “Downy” en ADS.
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Trichophyton rubrum (13NB)

ADS
anversoy
reverso

AP
anversoy
reverso

AL
anversoy
reverso

AG- BCPy
ADS NaCl

AUC

Figura 20.- Caracteristicas morfolégicas del aislado 13NB de Trichophyton rubrum en los diferentes medios y
pruebas fisiolégicas utilizados para su identificacién. A y B) Abundantes cadenas de clamidoconidios (area

bajo el circulo) en ATP. C y D) Abundantes microconidios piriformes en ADS.
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6.2.2.- Prueba de sensibilidad antifungica
Concentracion minima inhibitoria (CMI)

El patrén de sensibilidad antifingica observado en los diferentes aislados frente a
los tres farmacos valorados (AMR, CPX, TRB) se muestra en la figura 21. De
acuerdo al resultado del analisis de varianza (ANOVA) de una via, no hubo
diferencia significativa en la sensibilidad de cada uno de ellos (AMR p=0.0983; CPX
p=0.7986 y TRB p= 0.13659), ni entre especies (AMR p=0.2954; CPX p=0.7291y
TRB p= 0.3092) frente a cada uno de los farmacos evaluados (Figura 21 y 22). Al
analizar los resultados en los aislados correspondientes a las variedades de
Trichophyton rubrum se observé que la variedad flava fue méas sensible frente a
AMR (0.030 pg/mL) y TRB (0.045 pg/mL) en comparacion con la variedad “Y” (AMR
=0.065 pg/mL; TRB = 0.134 pug/mL). La actividad de cada antifungico frente a todos
los aislados en estudio varié en CMI de 0.030 pg/mL a 0.125 pg/mL en AMR; 0.188
pg/mL a 0.500 pg/mL en CPX y 0.030 pg/mL a 0.375 pg/mL en TRB. La actividad
de estos farmacos presento diferencias significativas (p < 0.0001) en el ANOVA de
dos vias; amorolfina mostré la mejor actividad, seguida de terbinafina y finalmente
ciclopiroxolamina con valores promedio de CMI de 0.069 pg/mL, 0.162 pg/mL y
0.229 ug/mL, respectivamente (Figura 23). En la figura 24 se observa un ejemplo
de las microplacas utilizadas para evaluar la CMI de los tres antifungicos. En la fila
D (BNB(A)) de la placa de AMR y TRB se observo la menor CMI (0.03 pg/mL).
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Figura 21.- Valores de CMI de A) AMR; B) CPX y C) TRB correspondientes a cada aislado de dermatofito.

Las barras moradas corresponden a aislados de T. rubrum, las verdes a T. tonsurans y las rosas a T.

interdigitale.
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Figura 22.- Valores de CMI de A) AMR; B) CPX y C) TRB frente a las diferentes especies identificadas y

variedades de T. rubrum.
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Figura 23.-Valores promedio de CMI de CPX, TRB y AMR frente a los aislados de dermatofitos. El
asterisco indica los antifingicos que presentaron diferencias significativas (p < 0.0001) en su
actividad frente a todos los aislados en la prueba de ANOVA de dos vias.

Figura 24.-Microplacas utilizadas para la determinacién de CMI de A) AMR; B) CPX y C) TRB. Las
flechas en las microplacas A y C indican el aislado 3NB(A) cuyo valor de CMI fue 0.03 pg/Ml.
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Concentracion minima fungicida (CMF)

En la figura 25 se muestran los valores de CMF de cada antifungico frente a cada
aislado de dermatofito. De acuerdo al ANOVA de una via solamente hubo diferencia
significativa (p < 0.05) entre las especies Trichophyton tonsurans y T. rubrum frente
a amorolfina (Figura 26). En cuanto a las variedades de T. rubrum se observé
diferencia en los valores de CMF frente a los tres farmacos estudiados; la variedad
flava mostro valores menores (AMR 0.045 pg/mL; CPX 2 pg/mLy TRB 0.095 pg/mL)
en comparacion con la variedad “Y” (AMR 0.101 pg/mL; CPX 5.33 pg/mL y TRB
0.266 pg/mL) (Figura 26). La actividad fungicida de cada antifungico frente a todos
los aislados en estudio varié en la CMF de 0.045 pg/mL a 0.750 pg/mL en AMR;
2.00 pg/mL a 16.00 pg/mL en CPX y 0.045 pg/mL a 0.750 pg/mL en TRB. La
actividad antifangica de estos farmacos presenté diferencias significativas (p<
0.0001) en el ANOVA de dos vias; al igual que con la CMI amorolfina mostro la
mejor actividad, seguida de terbinafina y finalmente ciclopiroxolamina con valores
promedio de CMF de 0.187 pg/mL, 0.294 pg/mL y 7.222 pg/mL, respectivamente
(Figura 27). Sin embargo, la actividad fungicida con ciclopiroxolamina fue mala,
demostrada por los valores superiores a 1 pug/mL, con una diferencia hastade 6 a 7
diluciones con respecto a la CMI. En la figura 28 se observan algunos ejemplos de
las UFC crecidas en placas con ADS en las que se determiné la CMF por la actividad

de cada antifungico sobre los dermatofitos.
Correlacion de concentracion minima inhibitoria con concentracion minima fungicida

En el andlisis de coeficiente de correlacién de Pearson, para los valores promedio
de CMI y CMF frente a todos los aislados estudiados, fue positivo en el caso de
terbinafina (r = 0.7076) y amorolfina (r= 0.6895). En la figura 29 se observa que a
mayores valores de CMI aumentan los valores de CMF, excepto en el caso de la

ciclopiroxolamina cuyo valor de r fue de 0.4356.
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Figura 25.- Valores de CMF de A) AMR; B) CPX y C) TRB correspondientes a cada aislado de dermatofito. Las

barras moradas corresponden a aislados de T. rubrum, las verdes a T. tonsurans y las rosas a T. interdigitale.

Los asteriscos en la imagen A indican diferencias significativas (p< 0.0001) en la CMF de los aislados frente a
amorolfina de acuerdo a la prueba de ANOVA de una via.
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Figura 26.-Valores de CMF de A) AMR B) CPX y C) TRB correspondientes a cada especie identificada y
variedad de T. rubrum. Los asteriscos en la imagen C indican diferencias significativas (p < 0.05) en la CMF
de las especies frente a terbinafina de acuerdo a la prueba de ANOVA de una via.
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Figura 27.-Valores promedio de CMF de CPX, TRB y AMR frente a los aislados de dermatofitos. El
asterisco indica los antifingicos que presentaron diferencias significativas (p < 0.0001) en su
actividad fungicida frente a todos los aislados en la prueba de ANOVA de dos vias.

Figura 28.- Placas con ADS utilizadas para la determinacién de CMF de A) AMR; B) CPX y C) TRB.
Las UFC disminuyeron en sentido a las manecillas del reloj.
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Figura 27.- Correlacion de valores de CMI y CMF de A) AMR; B) CPX; C) TRB

6.2.3.- Formacion de biopeliculas

Morfologia

Todos los aislados mostraron la capacidad de formar biopeliculas, evidenciado por
las observaciones morfolégicas obtenidas con el microscopio invertido. La
morfologia de las distintas especies identificadas mostrd diferencias con respecto a
la presencia de estructuras de reproduccion, densidad del micelio y morfologia de
las hifas. Los aislados de T. interdigitale se caracterizaron por la presencia de
macroconidios, abundantes microconidios germinando, clamidoconidios e hifas
gruesas con baja retencion del colorante (Figura 28). Los de Trichophyton tonsurans
presentaron abundantes microconidos germinando, que daban lugar a hifas
gruesas, en algunos aislados se observd la presencia de microconidos en
disposicion alterna (Figura 29). La caracteristica sobresaliente de los aislados de T.
rubrum fue la presencia de abundantes hifas delgadas, rizadas y ramificadas,
emergiendo de microconidios, las cuales se anastomosaban con hifas adyacentes
hasta formar densas masas de micelio (Figura 30). Un aislado de T. rubrum (13NB)

presentd caracteristicas distintas al resto; numerosos microconidios dispuestos de
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forma alternada a lo largo de las hifas, extremos de las hifas semejantes a
macroconidos, cadenas de clamidoconidios y baja retencién del colorante por las
hifas (Figura 31).

) “‘i

Figura 28. Caracteristicas microscopicas de las biopeliculas formadas por los aislados de

Trichophyton interdigitale. A) Hifas gruesas, anastomosadas, con baja retencion del colorante. B, Cy
D) Microcondios germinando. B) Cadenas de clamidoconidios. D) Hifas en espiral. Ey F)
Macroconidios. Las areas bajo el circulo indican las zonas de anastomosis. Las flechas en cada

imagen sefialan las estructuras descritas. 62



Figura 29. Caracteristicas microscopicas de las biopeliculas formadas por los aislados de

Trichophyton tonsurans. A) Redes de hifas. B, C y D) Microcondios germinando. E) Anastomosis de
hifas emergentes de microconidios adyacentes y F) Microconidios en disposicion alternada a lo largo

de la hifa. Las areas bajo el circulo indican las zonas de anastomosis. Las flechas en cada imagen

cefalan lag ectriictiirac desrritac
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Figura 30. Caracteristicas microscopicas de las biopeliculas formadas por los aislados de
Trichophyton rubrum. A y B) Redes de hifas rizadas y delgadas con alta retencion del colorante. C)
Microconidios. D, E y F) Anastomosis de hifas emergentes de microconidios adyacentes. Las areas

bajo el circulo indican las zonas de anastomosis. Las flechas en cada imagen sefalan las estructuras

descritas.
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Figura 31. Caracteristicas microscopicas de la biopelicula formada por el aislado 13NB (Trichophyton
rubrum). A) Cadenas de clamidoconidios. B) Microconidio germinando. C) Macroconidio y D) Mdltiples

microconidios en disposicién alternada en la hifa y macroconidios jévenes. Las flechas en cada

imagen sefialan las estructuras descritas.

Cuantificacion con cristal violeta

Los valores de absorbancia (DO 570 nm) obtenidos de los diferentes aislados
variaron de 1.2 a 17.8, siendo la X 8.4. Con base en el valor de la X la mayoria de
los aislados fueron considerados como bajos formadores de biopelicula, de los
cuales el 8NB, identificado como Trichophyton tonsurans, presento el valor mas bajo
(1.2). Tres de los aislados de T. rubrum (2NB, 5NB y 6NB) mostraron la mejor
capacidad de formar biopeliculas (Figura 32). Los tres aislados considerados como
altos formadores de biopelicula provenian de pacientes de edad avanzada con
dermatofitosis cronica de localizacion en los pies y presentaban DM 2 como
enfermedad asociada (Figura 33). De acuerdo al resultado del andlisis de varianza

(ANOVA) de una via hubo diferencia significativa (p < 0.0001) en la capacidad de
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formar biopeliculas por los diferentes aislados. Esta capacidad no mostro
diferencias significativas (p = 0.3608) con respecto a las diversas especies
valoradas. En la figura 34 se observa el promedio de los aislados de T. rubrum, que
fue la especie (principalmente la variedad “Y”) con mayor capacidad de formar

biopeliculas (valores superiores a la X).
Cuantificacién con safranina

Los valores de absorbancia (DO 492 nm) obtenidos de los diferentes aislados
variaron de 0.062 a 0.377, manteniéndose siempre por debajo de 1 (Figura 32). Los
aislados 16NB (T. interdigitale) y 13NB (T. rubrum) fueron los que produjeron la
menor y mayor cantidad de matriz extracelular, respectivamente. De acuerdo al
resultado de ANOVA de una via no hubo diferencia significativa (p = 0.0507) en la
capacidad de producir matriz extracelular en los diferentes aislados. Sin embargo,
en las especies T. interdigitale y T. rubrum se observo diferencia significativa (p <
0.05), de las cuales la segunda, principalmente la variedad “Y”, produjo una mayor

cantidad de matriz extracelular (Figura 34).
Correlacién de masa y matriz extracelular de biopeliculas formadas por dermatofitos

El resultado del andlisis de coeficiente de correlacion de Pearson mostré que no
hubo correlacién (r = 4522) entre la masa y matriz extracelular en las biopeliculas

formadas por los diferentes aislados de dermatofitos (Figura 35).
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de dermatofitos con A) CV y B) SFR. Los asteriscos indican los aislados que presentaron
diferencias significativas (p< 0.0001) en la produccién de masa de la biopelicula con cristal violeta

de acuerdo al ANOVA de una via
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Figura 33.- Cuantificacion de la masa de biopeliculas formadas por los aislados correspondientes
a diferentes topografias de lesiones.
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Figura 34.- Cuantificacion de la masa y matriz extracelular de biopeliculas formadas por especies
de dermatofitos y variedades de T. rubrum con A) CV y B) SFR, respectivamente. Los asteriscos
indican las especies que presentaron diferencias significativas (p<0.05) en la produccién de matriz
extracelular de acuerdo con el ANOVA de una via.
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Figura 35.- Correlacion de valores de DO de CV y SFR para evaluar la masa y matriz

extracelular de los aislados de dermatofitos.
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7.- Discusion

Los dermatofitos son causantes de las infecciones cutaneas (dermatofitosis) mas
comunes a nivel mundial. En general, las dermatofitosis afectan del 20 al 25% de la
poblacion, en edades de 0 a 90 afos; aproximadamente el 20% de los individuos

afectados desarrollan dermatofitosis cronicas 12 22,74, 79

Las dermatofitosis crénicas representan un problema de salud publica debido a que
son fuentes potenciales de infeccidn, a partir de las cuales se pueden infectar otras
areas anatomicas y otros individuos mediante auto-inoculacion o trasferencia
horizontal, respectivamente. La persistencia de estas infecciones durante tiempo
prolongado puede conducir al desarrollo de dermatofitosis diseminadas, las cuales
representan el 25% de las dermatofitosis cronicas. Lo anterior, pone de manifiesto
la importancia del manejo adecuado de estas infecciones y de la temprana
identificacion de los agentes causales, ya que podrian estar relacionados con su
capacidad para permanecer por largo tiempo en el tejido del hospedero.

En la ultima década se ha observado un aumento en la frecuencia de las
dermatofitosis crénicas entre el 5 a 10% de nuevos casos por afio 2°. En el presente
estudio los pacientes con infeccidén crénica fueron principalmente individuos del
género masculino, en un amplio rango de edad, entre 19 y 84 afios (X 42.18). El
60% de los pacientes presentaron DM2 como enfermedad asociada. Los rangos de
edad observados posiblemente se deben a la poblacién adulta que es atendida en
los hospitales participantes y al nivel de atencion de alta especialidad. Los
resultados obtenidos en el predominio de género y edad de los pacientes, las
enfermedades asociadas y la localizacion anatémica de las dermatofitosis fueron

similares a las descripciones de otros autores & 22 26, 45, 50, 62,74, 78,79, 100

La mayoria de los pacientes presentaron una larga evolucién de la enfermedad, en
promedio fue de 55.8 meses. Este hecho estuvo relacionado principalmente con la
localizacion en las ufas (31.25%) y asociado a pacientes con DM2, los cuales
presentan alteraciones en la microcirculacién, lo que favorece los cambios en la

estructura de la lamina ungueal y por ende el establecimiento del hongo. El

70



prolongado tiempo de evolucion de las dermatoftosis de las ufias puede deberse a
la baja respuesta inmune del hospedero en esa zona, traumatismos repetidos en
las uiias que fue observado en uno de los pacientes; y la dificultad en el tratamiento,
evidenciada por la falla terapéutica presentada en cinco de los casos frente a

itraconazol, ketoconazol, miconazol y terbinafina.

En este estudio las infecciones diseminadas ocuparon el segundo lugar en
frecuencia. Las topografias afectadas fueron pies, ufias, extremidades y tronco. Lo
anterior ya habia sido reportado por Welsh O, et al. (2006) 199 quienes encontraron

la asociacion de infeccion en los pies con ufias y cuerpo.

Otro hallazgo diferente a los trabajos previos & 62 fueron las infecciones de los pies,
las cuales predominaron en el género femenino. Sin embargo, en este tipo de
infecciones la preferencia por el género del hospedero es indistinta. En las
dermatofitosis de las ufias se observé que la edad de los individuos afectados es
menor (20 - 25 afios) con respecto a los datos reportados anteriormente (30 — 60
afos) 8. Esta diferencia puede deberse al aumento del uso de calzado cerrado,
actividades deportivas y asistencia a lugares acuaticos de recreacion por los
individuos en edad productiva. Aunado a la falla terapéutica a diversos antifingicos
que se observo en el 68.75% de los pacientes. Las formas clinicas observadas en

este estudio coincidieron con reportes previos de dermatofitosis en la poblacion en
general & 26, 55, 62,78, 79, 100,

El bajo nUmero de muestras procesadas fue debido a los parametros considerados
para incluir los aislados de pacientes con dermatofitosis crénicas. La identificacién
de algunos de los hongos causantes de dermatofitosis ha sido un problema para los
micélogos clinicos. Las caracteristicas fenotipicas observadas en los aislamientos
primarios no siempre son suficientes para llegar a la identificacion de la especie
causal. Por ello, en este trabajo se utilizaron diversos medios de cultivo y pruebas
fisiologicas que facilitaron la identificacion de los dermatofitos. Los medios que
resultaron de utilidad fueron agar lactrimel (AL), agar tierra pelos (ATP) y agar
dextrosa Sabouraud adicionado con cloruro de sodio al 5% (ADS-NaCl); y pruebas

fisiolégicas como agar glucosa leche purpura de bromocresol (AG-BCP), agar urea
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de Christensen (AU) y la prueba de perforacion de pelo in vitro. Sin embargo, los
medios utilizados para estimular la produccion de pigmento en los aislados de T.
rubrum no fueron de utilidad, como lo describen diversos autores 3% 84, Otra
limitacién evidente fue el aspecto y color de las colonias observadas en los medios
anteriormente mencionados con respecto a ADS y AL, ademas de carecer de
pigmento al reverso. En el presente estudio, en el aislado 13NB se presentaron
limitaciones para su identificacion fenotipica, ya que en ninguno de los medios y
pruebas fisioldgicas utilizados coincidieron sus caracteristicas con las descripciones
y por tanto no se incluy6é en ninguna especie. La identificacion de este aislado se
llevo a cabo a través de analisis molecular de la region ITS del ADNry comparacion
con las secuencias disponibles en GenBank las cuales mostraron una identidad del
99.99% con la especie T. rubrum. Sin embargo, dadas sus caracteristicas no se
incluyé en ninguna de las variedades descritas en el esquema de Kamisnki 5. La
amplia variabilidad que se llega a observar en los aislados de T. rubrum en
ocasiones imposibilita la incorporacion de éstos en un solo esquema de
identificacion 4°. Por lo que llega a ser oportuno el uso de técnicas moleculares para

su identificacién 81,

El esquema de resiembras utilizado para la reversion del pleomorfismo, de acuerdo
a Manzano-Gayosso et al. (2015) 61, facilit6 la identificacion del aislado 12NB. En el
aislamiento primario en ADS presentaba colonias blancas algodonosas, con
pigmento amatrillo al reverso, moderado niumero de microconidios y macroconidios
ausentes. Después de las resiembras se modificaron sus caracteristicas a colonias
planas, pulverulentas, de color beige, con abundantes macroconidios, microconidios

en racimos e hifas en espiral.

En este estudio de los cinco principales agentes causales de dermatofitosis en
México, Unicamente se aislaron tres especies del género Trichophyton (T. rubrum,
T. interdigitale y T. tonsurans); de las variedades de T. rubrum solo se identificaron
dos (“Y” y flava). La frecuencia de los aislamientos coincidié con diversos reportes
78,26, 28, 33, 45, 55, 62, 100 | 5 jdentificacion de las especies de Trichophyton estuvo

relacionada con la localizacibn anatdomica de la infeccion; hallazgo similar a
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descripciones previas por otros autores 6% 100 También fue evidente que las
especies aisladas tienen afinidad antropofilica; estudios previos han reportado que

estas especies presentan mayor capacidad de adaptacion en el hospedero humano
31,56

Por otro lado, la identificacion de dos variedades de T. rubrum en el aislado 3NB, el
cual fue obtenido de dos areas corporales de un mismo paciente. Diversas
condiciones podrian explicar este hecho, como enfermedades asociadas
(paraneoplasias, infeccion en vias urinarias, hipertrofia prostatica, IgM elevada),
edad avanzada, falla terapéutica y uso de corticosteroides son factores que
contribuyeron al desarrollo de dermatofitosis cronica diseminada. Es importante
tomar en cuenta que los casos diseminados generalmente resultan de la extension
de una infeccion existente a través de auto-inoculacion a otra area corporal. Por lo
tanto, la presencia de dos variedades de T. rubrum en el mismo paciente podria
deberse a las diferencias en el microambiente, en las distintas areas corporales de
las que fueron aisladas y no a la colonizacion independiente de la variedad de
especie. Dichas diferencias en el microambiente podrian generar la expresion de
diversos tipos de pigmento (caracteristica primordial en la identificacion de
variedades de T. rubrum) a través de la induccién o represion de genes. Esto
explicaria la variedad fenotipica a pesar de la identidad genotipica como lo

demuestran algunos estudios 33/ 35

La variabilidad morfolégica y fisiolégica presentada por los agentes causales de
dermatofitosis cronica podria estar relacionada con su patron de sensibilidad
antifangica. A pesar de que todos los aislados fueron sensibles a los tres
antifangicos evaluados (CMI < 1 ug/mL) se observaron ligeras diferencias en sus

valores de concentracion minima inhibitoria (CMI).

Trichophyton rubrum fue la especie mas sensible a los tres farmacos, similar a los
reportes de otros autores % 34, En cambio Trichophyton tonsurans mostro valores
de CMI mas altos frente a amorolfina (AMR), coincidiendo con el estudio de Adimi
et al. (2013) 2; mientras que Trichophyton interdigitale presenté valores de CMI mas

altos frente a terbinafina (TRB) y ciclopiroxolamina (CPX), contrario a lo reportado
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por Adimi et al. (2013) 2 quien demostré la mayor sensibilidad de T. interdigitale en
comparacion con T. tonsurans frente a CPX. Con respecto a los valores de CMI
obtenidos de T. rubrum y T. interdigitale frente a AMR se encontraron coincidencias
con Wiederhold et al. (2014) 192 y diferencias con Adimi et al. (2013) 2 quienes
obtuvieron valores mas altos (0.316 ug/mL y 0.389 ug/mL, respectivamente).
Valores menores de CMI fueron reportados por Wiederhold et al. (2014) 192 y Gupta
et al. (2003) 32 para T. interdigitale frente a CPX (0.03 - 0.2095 pg/mL) y T. tonsurans
frente a los tres farmacos (TRB 0.003 - 0.03 pg/mL; AMR 0.03 pg/mL y CPX 0.06 -
0.125 pg/mL). Mientras que Adimi et al. (2013) 2 y Jue et al. (1985) 4° obtuvieron
valores altos de CMI con CPX (0.9 — 3.9 ug/mL) en las tres especies identificadas.
Al comparar los valores de CMI obtenidos con TRB en las tres especies de
Trichophyton con respecto al reporte de Afshari et al. (2016) 3 las cifras estuvieron
por debajo. En el presente trabajo AMR presento la mejor actividad frente a las tres
especies de Trichophyton, a diferencia de lo reportado por otros autores % 38& 94,102

quienes demostraron la mejor actividad con TRB.

Las dos variedades de T. rubrum mostraron diferencias en su sensibilidad (de dos
a cuatro diluciones) a AMR y TRB. La variedad flava fue la que presento los valores
mas bajos de CMI con respecto a la variedad “Y”. Esta diferencia puede ser el
resultado de la diversidad del pigmento; dado que T. rubrum var. “Y” produce dos
tipos (rojos y amarillos) mientras que T. rubrum var. flava Gnicamente uno (amarillo).
Youngchim et al. (2011) 1% han propuesto que los pigmentos juegan un papel
importante en la virulencia, por lo que podrian estar relacionados con el desarrollo

de resistencia a los antifungicos.

No existen reportes en la literatura sobre los valores de concentracion minima
fungicida (CMF) de los aislados de dermatofitos frente a los farmacos evaluados.
En este trabajo todos los aislados fueron sensibles a AMR y TRB (CMF < 1 ug/mL).
Sin embargo, en el caso de CPX se observaron valores de CMF que variaron de 2
a 16 ug/mL. Estos resultados ponen de manifiesto la baja capacidad fungicida de
éste farmaco frente a los aislados evaluados. EI mecanismo de accion de CPX

podria estar relacionado con el resultado obtenido, ya que CPX es quelante de
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cationes trivalentes, por lo que reduce la actividad de metaloproteasas implicadas
en la infeccion y metabolismo celular. En presencia del farmaco (CMI) las células
fungicas disminuyen su crecimiento y reproduccion (actividad fungistatica). Sin
embargo, una vez que el farmaco es retirado (CMF) las células retoman su
actividad, por lo que pueden crecer y multiplicarse en concentraciones a las que
antes les era imposible. Con respecto a los valores de CMF Unicamente hubo
diferencia significativa entre T. rubrum y T. tonsuran frente a TRB. Esta diferencia
radicO en que cuatro aislados de T. rubrum (3NB(A), 5NB, 13NB, 15NB) presentaron
diferencias significativas en sus valores de CMF con respecto a un aislado de T.
tonsurans (19NB). El valor superior de CMF del aislado 19NB se debio
probablemente al tratamiento combinado que habia recibido el paciente del que

provenia y que podria estar generando algun tipo de resistencia a los antifungicos.

En este estudio AMR presenté mejor actividad (fungistatica y fungicida) que TRB
frente a las especies de Trichophyton causantes de infeccidén crénica. Esto puede
deberse al mecanismo de accion de estos antifungicos. Amorolfina actla sobre dos
enzimas de la via de sintesis del ergosterol (A 7-8 isomerasa y A 14 reductasa),
mientras que TRB Unicamente sobre escualeno epoxidasa. Por lo tanto, la accién
fungistatica y/o fungicida de AMR seria mas eficaz. Algunos estudios % 72 han
demostrado el desarrollo de resistencia a TRB en dermatofitos por la modificacion
en la enzima diana. Lo anterior estaria relacionado con el estudio mas reciente
llevado a cabo por Afshari et al. (2016) 3 quienes reportaron valores de CMI hasta
de 16 pug/mL por algunos dermatofitos (T. interdigitale y T. rubrum) frente a este
antifangico. Debido a que la probabilidad de que ocurra una alteracion simultanea
en dos enzimas es baja, AMR representaria la mejor opcién terapéutica para este
tipo de infecciones. El mismo argumento seria valido para el caso de los azoles,
considerando que se han reportado modificaciones en la enzima diana y fallas

terapéuticas para este grupo de antifingicos.

Algunos investigadores han planteado la posibilidad de que los microorganismos
utilicen algunas estrategias como la formacion de biopeliculas, con la finalidad de

explicar las fallas terapéuticas y la persistencia en el tejido del hospedero 24. En la
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literatura se ha descrito formacion de biopeliculas en hongos filamentosos y son
pocos los que reportan la presencia de estructuras de conidiacion 32. La produccion
de estructuras de conidiacion en las biopeliculas formadas in vitro por hongos
filamentosos podria estar relacionado con el método utilizado y el tipo de aislado
evaluado (primario o de conservacion). La introduccién de una fase de preadhesion
permite la remocién de estructuras no adherentes previo al desarrollo de la
biopelicula. La eliminacion de las células planctonicas resulta en la formacion de
biopeliculas a partir de las células adheridas, las cuales inician la germinacioén de
forma sincronica. El desarrollo de estas estructuras fangicas resulta en la formacién
de biopeliculas maduras (fases IV y V); que en el caso de especies de rapido
crecimiento puede culminar con la producciéon de estructuras de conidiacion (fase
VI). Estudios previos 67 8 cuyo método utilizado permiti6 la formacion de
biopeliculas a partir de células tanto planctonicas como adherentes; resulté en la
constante germinacién de conidios, por lo que las biopeliculas observadas
Unicamente presentaban redes de hifas conformando densas masas de micelio
(fases Il y 1IV). Costa-Orlandi et al. (2014) 2° incluyeron la fase de preadhesion en
la formacion de biopeliculas por dermatofitos; sin embargo, probablemente la
ausencia de estructuras de reproduccion se debi6 al uso de cepas en estado de
conservacion. Las modificaciones presentadas por este tipo de aislados con
respecto a los aislamientos primarios pudieron haber influido en la produccién de
tales estructuras. Gonzales-Ramirez et al. (2016) 32, en Aspergillus fumigatus,
demostraron el desarrollo asincrénico de la biopelicula, produccién de conidios,

formacion de micelio a partir de ellos y la modificacién de las hifas.

Burkhart et al. (2002) 14 describieron la formacion de biopeliculas como un
mecanismo microbioldgico para explicar las infecciones crénicas y persistentes por
dermatofitos de localizacion en las ufias. De acuerdo con este hecho, las
dermatofitosis cronicas de los pacientes incluidos en este estudio causados por las
especies del género Trichphyton se les podrian atribuir a su capacidad para formar
biopeliculas. Esta capacidad fue evidenciada por los analisis cualitativos y
cuantitativos de las biopeliculas formadas in vitro por los aislados de Trichophyton

spp. La morfologia observada en los diversos aislados mostro diferencias en la
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densidad del micelio, morfologia de las hifas y las estructuras de conidiacion. La
presencia de hifas maduras (evidenciada por el grosor y baja retencion del
colorante) y estructuras de reproduccién (clamidodoconidos y macroconidios) en los
aislados de T. interdigitale podria deberse a la formacion de biopeliculas en fase V
o VI, de acuerdo al modelo propuesto por Harding et al. (2009) 42. La capacidad de
estos aislados de formar biopeliculas maduras en un tiempo de 72 h podria estar
relacionado con la velocidad de crecimiento (rapido) que caracteriza a la especie. A
diferencia de los aislados de T. rubrum, cuyas biopeliculas producidas se
encontraron en la fase |V, relacionado probablemente con su tasa de crecimiento
(lento). Las biopeliculas de T. rubrum en estas fases fue evidenciado por la
presencia de hifas jévenes (alta retencion del colorante), ramificadas, que emergian
de microconidos y se anastomosaban con hifas adyacentes, formando redes de
hifas en estratos. La presencia de hifas rizadas en esta especie se debid
probablemente a su alta capacidad de formar biopeliculas; dado que esta
modificacion permitiria un aumento en la superficie de adhesion y absorcién, asi

CcOmo una mejor comunicacion celular.

Los aislados de T. tonsurans presentaron caracteristicas intermedias entre las otras
dos especies; escasos microconidios, hifas maduras y redes de hifas menos densas
que las de T. rubrum. La presencia de hifas maduras y microconidos en esta especie
podria estar relacionado, al igual que con T. interdigitale, con el desarrollo de una
biopelicula madura. Sin embargo, debido a la tasa de crecimiento (moderada) de la
especie, la produccion de estructuras de reproduccion no fue tan abundante como

en T. interdigitale.

Las observaciones del presente trabajo son similares a las reportadas por otros
autores 32, las cuales se pueden resumir en: 1) desarrollo asincrénico de las
biopeliculas; predominio de masas densas de micelio en el centro de la estructura
y formas de conidiacion en la periferia. 2) modificacion morfolégica; hifas rizadas en
los aislados de T. rubrum. 3) presencia de microconidios en aislados de T.

interdigitale.
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Por otro lado, la capacidad de formar biopeliculas in vitro por los diferentes aislados
de dermatofitos también fue demostrada mediante pruebas cuantitativas. Para
evaluar la cantidad de biomasa y matriz extracelular de las biopeliculas con cristal
violeta (CV) y safranina (SFR), respectivamente. Los valores de absorbancia
obtenidos con CV fueron superiores a los reportados por otros autores en diferentes
grupos de hongos filamentosos (1 — 3) 29 67, Posiblemente la variacion se debi6 a
la utilizacion de microplacas de 6 pozos, en lugar de 96 pozos, para los ensayos de
formacion de biopelicula. La diferencia en el didmetro del pozo estuvo relacionada
con la superficie disponible para la formacion de esta estructura. Con respecto a
otros estudios de formacion de biopeliculas in vitro por T. rubrum y T. interdigitale
20 |os valores de absorbancia obtenidos en este trabajo con CV y SFR fueron
superiores de 2 a 4 veces. A pesar de dicha diferencia se encontré el mismo patrén;
los aislados de T. rubrum presentaron la mejor capacidad de formar biopeliculas,
principalmente Trichophyton rubrum var. “Y”. Evidenciado por la mayor cantidad de
biomasa y matriz extracelular, proporcionales a los valores de absorbancia de CV'y
SFR, respectivamente. Los tres aislados de T. rubrum que fueron los mejores
formadores de biopelicula, se obtuvieron de edad avanzada, con DM2 vy
dermatofitosis de localizada en los pies. Lo anterior, podria sugerir que las
infecciones crénicas por dermatofitos se podrian explicar por una resistencia
microbiolégica atribuida a la formacién de biopeliculas y clinicamente por una
inmunosupresion. También es posible que la localizacion anatomica esté
relacionada con la capacidad de formar biopeliculas por los agentes causales de
dermatofitosis. Debido a que los aislados con mayor capacidad para formar estas
estructuras se aislaron de lesiones en los pies y de dermatofitosis diseminada a

otras areas corporales.

La baja respuesta a los antifungicos y el prolongado tiempo de evolucion de las
infecciones crénicas por dermatofitos, aunado a la demostracién de la capacidad
para formar biopeliculas in vitro por los agentes causales y a los valores de
sensibilidad frente a los antifungicos estudiados (AMR, CPX y TRB) podria sugerir
a los médicos la prescripcion de tratamientos combinados. Con el fin de obtener una

curacion rapida, efectiva y dirigida a los pacientes con este tipo de infecciones.
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8.- Conclusiones

El desarrollo de una dermatofitosis crénica no depende uUnicamente del

estado inmunoldgico.

La diabetes mellitus tipo 2 fue la principal enfermedad asociada en los

pacientes con dermatofitosis cronica.

Las tres formas clinicas mas comunes de las dermatofitosis créonicas fueron
de las uias, diseminadas y de los pies. La infeccion de las ufias fue la que

presento el mayor tiempo de evolucion.

Los medios y pruebas fisioldgicas fueron de utilidad para la identificacion de
las especies causantes de dermatofitosis.

Trichophyton rubrum var. “Y” fue el principal agente causal de dermatofitosis

cronica.

Todos los aislados de dermatofitos causantes de infeccidon crénica fueron

sensibles a amorolfina, ciclopiroxolamina y terbinafina.

La amorolfina fue el antifingico que mostrd la mejor actividad frente a todos

los aislados estudiados.
La ciclopiroxolamina presentd actividad fungistatica pero no fungicida.

Todos los aislados de dermatofitos presentaron capacidad de formar
biopeliculas in vitro; Trichophyton interdigitale presenté estructuras de
conidiacién, mientras que T. rubrum mostré la mayor cantidad de biomasa y

matriz extracelular a las 72 h.
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AAC

AAS

ADS

ADS-A

ADS-NaCl

AEC-D

AG

AHM-D

AL

ALO

AP

A-TP

AG-BCP

AUC

chsl

hBDs

ITS

LSU

PBS

RPMI

TOP2

Agar acido casimino

Agar avena sales

Agar dextrosa Sabouraud

ADS con cicloheximida y cloranfenicol
ADS con 5% de cloruro de sodio

Agar extracto de carne dextrosa

Agar Gorodkowa

Agar harina de maiz dextrosa

Agar lactrimel

Agar Littman Oxgall ®

Agar peptona

Agar Tierra Pelos

Agar glucosa-leche-parpura de bromocresol
Agar urea de Christensen

Gen de la quitin sintasa 1

Defensinas beta humanas

9.- Abreviaciones

Espaciadores transcritos internos del ADN que codifica para el ARNr

Subunidad grande del gen del ARNr
Tampon de fosfatos salinos
Roswell Park Memorial Institute

Gen de la topoisomerasa 2
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Anexo 1.- Clave de cada uno de los aislados y su procedencia.

Clave del
aislado

Procedencia

10.- Anexos

2NB
3NB(A)
3NB(B)
4NB
5NB
6NB
7NB
8NB
9NB
10NB
11INB
12NB
13NB
14NB
15NB
16NB
18NB

19NB

Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Laboratorio de Micologia Médica
Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Hospital de Especialidades CMN, Siglo XXI, IMSS
Hospital de Especialidades CMN, Siglo XXI, IMSS
Laboratorio de Micologia Médica
Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Hospital de Especialidades CMN, Siglo XXI, IMSS
Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Hospital General “Dr. Dario Fernandez Fierro”, ISSSTE
Laboratorio de Micologia Médica
Laboratorio de Micologia Médica

Hospital de Especialidades CMN, Siglo XXI, IMSS
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Anexo 2.- Aislados y variables demograficas y clinicas de los pacientes con dermatofitosis

Edad Sexo

(afios)

Clave
del
aislado

(meses)

120

2NB 80

70 24

3NB(A)

3NB(B)

23
4NB

5NB 84

6NB 50

8NB 20

Evolucion

cronicas.

Manifestaciones

Topografia
clinicas

de la lesion

Descamacién gruesa
de tonalidad
amarillenta

distribuida en islotes.
Asintomdtica.

Pies

Placa eritematosa de
margen elevado con
escamas blancas.
Prurito leve y dolor
ardoroso moderado.
Reactivacion de
repeticion.

Ingle
derechay
parte
posterior
del muslo.

Pie
Ingle (1),
abdomen

(A) y pies
(P).

En (1) y (A) placas
hiperpigmentadas,
eritematosas, de
margen elevado, con
papulas y escamas
finas blanquecinas.
(P): en pliegues
interdigitales,
descamacion
blanquecina.
Placa eritematosa
con descamacién
fina. Prurito
moderado y
constante.
Descamacién
moderada en la cara

6

Dorso del
pie.

Pies y uias
1°y 3°.

1° leuconiquia
proximal.

5° ufia del Melanoniquia

pie
izquierdo.

Tratamientos

Betametason,

Enfermedad o

previos factor asociado

DM2,
pancitopenia,
obesidad GlI,

infeccién
hepatica.

Ninguno

Hipertrofia
prostdtica,
infeccion de vias
urinarias,
paraneoplasia,
IgM elevada.

voriconazol

Ninguno Ninguna

Vitacilina, DM2

metformina
glibenclamida.

y

Miconazol, DM?2

metformina

plantar. Paquioniquia
enufial’y3°%enla

Ketoconazol, Tx. DM?2

de repeticion.
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Clave
del
aislado

9NB

10NB

11NB

12NB

13NB

14NB

15NB

16NB

18NB

19NB

Edad Sexo
(afios)
23 F
19 F
21 M
65 M
52 F
59 M
43 M
24 F
23 M
1 M

Tx. Tratamiento

Evolucion
(meses)

132

168

Sin datos

24

120

132

48

36

12

Topografia
de la lesion

Todas las
ufias de

ambos pies.

Region
mamaria
izquierda.

1°Y 3° uiia
del pie
derecho.
Pies.

Cara
externa del
muslo
derecho.

Area glitea.

Pies y ufias.

Uhas 1°, 4°
y 5°de

ambos pies.

Manifestaciones
clinicas

Paquioniquiay
leuconiquia. Uias
opacas, maceracién
en el cuarto pliegue.
Placa anular
eritematosa,
descamativa, con
borde elevado.
Leuconiquia,
onicolisis y
paquioniquia.
Descamacién
blanquecina en
bloques.
Asintomdtica.
Placa eritematosa,
descamacion fina 'y
algunas papulas.

Eritema discreto,
descamacion fina,
papulas eritematosas
en la periferia.
Asintomatico
Descamacioén finay
eritema discreto.
Ufias amarillentas,
con onicolisis.
Melanoniquia y
onicomaderosis.

Paquioniquia, ufia
amarillenta 'y
pulverulenta.

Papulas
eritematosas, con
margen escamosa.

Erupcion de
repeticion

Tratamientos
previos

Ketoconazol,
miconazol
Tx. de
repeticion.
Miconazol Tx.
de repeticion

Tx. Tépico no
especificado.

Miconazol,
glibenclamin,
carbamazepina.

Metformina.

“Cold cream”,
valsartan

Terbinafina,
metronidazol,
ceftriaxona.

Ureay
terbinafina.

Itraconazol Tx.
derepeticidn

Itraconazol y
ketoconazol. Tx
de repeticion

Enfermedad o
factor asociado

Ninguno

Dermatitis
atdpica.

Ninguno.

Neuropatia, DM2.

DM2
Hepatitis C
Cirrosis

Trombocitopenia
Hipertension
arterial

Celulitis pierna
izquierda.

Traumatismos
repetidos por
presidén con
zapatilla de
ballet.
Depresién
moderada.

Ninguno
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Anexo 3.- Identificacién de especies de Trichophyton y variedades de T. rubrum

Clave del aislado Especie Tipo Variedad
2NB T.rubrum Downy “yr
3NB(A) T.rubrum Downy Flava
3NB(B) T.rubrum Downy “y”
4NB T. tonsurans - -
5NB T.rubrum Downy “y”
6NB T.rubrum Downy “y”
8NB T. tonsurans - -
9NB T.rubrum Downy “y"
10NB T. interdigitale - -
11NB T.rubrum Downy “y”
12NB T. interdigitale - -
13NB T.rubrum Downy “y”
14NB T.rubrum Downy “y”
15NB T.rubrum Downy “y"
16NB T. interdigitale - -
18NB T. tonsurans - -
19NB T. tonsurans - -
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Anexo 4.- Preparacion de medios de cultivo

Agar urea de Christensen

Solucion A

Aguadestilada ... 90 mL
AL 159
e Solucion B
Aguadestilada ... 10 mL
Base agar urea .........cocooiiiiii 29g
Preparacion

Calentar la solucion A hasta disolver el agar, esterilizar a 121°C durante 15 min
y dejar enfriar a 50°C.

Preparar la solucién B y esterilizar por filtracion con unidades de 0.45 pum.

Mezclar ambas soluciones y verter en tubos de ensaye.

Agar tierra pelos

Aguadestilada ... 1000 mL

GlUCOSA ... 59

Extracto de levadura ...........ccooiiiiiiiiiiiii e, 09g

Tierra (esterilizada previamente por triplicado) ................. 20g

PelOS .. Los necesarios

A QA 159
Preparacion

Mezclar todos los componentes (excepto los pelos) y calentar hasta disolver el
agar. Esterilizar a 121°C por 15 min.
Dejar enfriar a 50°C y verter en cajas Petri.

Agregar con pinzas estériles la cantidad deseada de pelos.
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Agar glucosa-leche-purpura de bromocresol

Solucion A
Agua destilada ... 1000 mL
Lechedescremada .............coooeiiiiiiiiiiici e, 80g
Pdrpura de Bromocresol 1.6% (diluido en etanal) ............. 2mL
Solucion B
Aguadestilada ... 200 mL
GlIUCOSA .. v 40 g
Solucion C
Aguadestilada ... 800 mL
AT e 30g

Preparacion
Preparar por separado las soluciones A (evitando afadir el colorante para
prevenir alteraciones en la molécula) y B. Ajustar pH a 6.6 y esterilizar a 115°C
por 8 min.
Calentar la solucién C hasta disolver completamente el agar y esterilizar a
121°C por 15 min.
Dejar enfriar las soluciones a 50°C y mezclarlas en el matraz de la solucion C.

Agregar el colorante, homogeneizar y verter en cajas de Petri o tubos de

ensaye.
Agar dextrosa Sabouraud
Agua destilada ........c..oiiiii 1000 mL
DEXtrOSa ... 40 ¢
Peptona especial .........ccoooiiiiii 10¢
e = | P 159

Preparacion
Rehidratar el medio en un litro de agua destilada, calentar hasta disolver y
esterilizar a 121°C por 15 min.

Dejar enfriar a 50°C y verter en cajas de Petri 0 tubos de ensaye.
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Agar dextrosa Sabouraud con antibidticos

Agua destilada ..........cooeiiiii 1000 mL

Agar dextrosa Sabouraud ... 659

CloranfeniCol ........coooeieii 50 mg

Cicloheximida ..........coiiiii 400 mg

A 15¢
Preparacion

Rehidratar el medio en un litro de agua destilada, calentar hasta disolver y
esterilizar a 121°C por 15 min.
Dejar enfriar a 50°C y agregar los antibiéticos en ambiente estéril.

Verter en cajas de Petri 0 tubos de ensaye.

Agar dextrosa Sabouraud con 5% de NacCl

Aguadestilada ... 1000 mL

Agar dextrosa Sabouraud ..............ccoiiiiii 659

Cloruro de Sodio (NaCl )....coviiiiiiiiii i 509

A QA 159
Preparacion

Mezclar los componentes en agua destilada, calentar hasta diluir y esterilizar a
121°C por 15 min.

Dejar enfriar a 50°C y verter en cajas de Petri o tubos de ensaye.
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Agar avena sales

Aguadestilada ... 1000 mL

Sulfato de Magnesio MgSOus .....ovvieiviiiiiiiiiiie e, 19

Di-potasio de fosfato KaHPO4 . cvovvvviiiiiiiin 159

Nitrato de Sodio NaNOs3 .........cooiiiiiiiiia 19

AVEBNA .o 109

A 18 ¢
Preparacion

e Calentar la avena en 200mL de agua destilada durante 20min, sin llegar a
ebullicion.

¢ Disolver las sales y el agar en el agua destilada restante, calentando hasta su
disolucion.

e Mezclar el agar-sales con la avena y llevar a ebulliciéon. Esterilizar a 121°C por
15 min.

o Dejar enfriar a 50°C y verter en cajas de Petri o tubos de ensaye.

Agar Lactrimel

Aguadestilada ..o 1000 mL

Harinade arroz. ... ..o 14 g

Leche descremada...........c..ouvuiiiiiiiii e 14 g

M. . 79

A 159
Preparacion

e Mezclar todos los componentes y calentar hasta disolver el agar. Esterilizar a
121°C por 15 min.

o Dejar enfriar a 50°C y verter en cajas de Petri o tubos de ensaye.



Agar &cido casimino (agar Trichophyton libre de vitaminas)

Aguadestilada ... 1000 mL

Acido casimino (libre de vitaminas)(Difco)........................... 19

GIUCOSA. ...t 409

Sulfato de Magnesio (MgSOa) .....o.viviiiiiiiiiiiiiiiieae 01lg

Fosfato monopotésico (KH2PO4).......ccoviiiiiiiiiiiiiieee 189

AT 159
Preparacion

Mezclar los componentes en agua destilada, calentar hasta diluir y esterilizar a

121°C por 15 min.

Dejar enfriar a 50°C y verter en cajas de Petri o tubos de ensaye.

Agar Gorodkowa

Aguadestilada ... 1000 mL

D-gIuCOSa .. e 19

Peptona. ... 10 g

Cloruro de Sodio (NaCl).......cooeiiiiiiiiiii e, 109

A QA 2049
Preparacion

Mezclar los componentes en agua destilada, calentar hasta diluir y esterilizar a
121°C por 15 min.

Dejar enfriar a 50°C y verter en cajas Petri.
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Agar harina de maiz dextrosa

Aguadestilada ... 1000 mL
Harinade maiz............oooiiiii e, 50 ¢g
GlUCOSA. ...t 59
GlICEIOL. .. 30 mL
Al 15¢g

Preparacion
e Anfadir la harina de maiz al agua destilada y calentar a punto de ebullicion
durante 20 min.

e Adicionar el agar y calentar hasta diluir, posteriormente agregar la glucosa y el
glicerol.

e Esterilizar a 121°C por 15 minutos, dejar enfriar a 50°C y verter en cajas de
Petri o tubos de ensaye.

Agar extracto de carne - dextrosa

Aguadestilada ..o 1000 mL

D - glUCOSA ..ot 05¢

Lab LEMNCO .oneeeiie e 0.25¢

AT 209
Preparacion

e Mezclar los componentes en agua destilada.
e AjustarapH 7.0

e Calentar hasta diluir.

e Esterilizar a 121°C por 15 min.

o Dejar enfriar a 50° C y verter en cajas Petri.
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Agar Littman Oxgall (Himedia)

Aguadestilada ..., 1000 mL

Digerido peptidico de tejido animal.....................cooi 10g

DEXIrOSa. .. i 10g

OXall.. ..o 15¢g

Cristal Violeta........cooiii 0.01g

A QA 15¢
Preparacion

e Suspender 55g de Agar Litman Oxgall en 1000mL de agua destilada.
e Calentar hasta disolver el medio completamente.

e Esterilizar a 121°C por 15 minutos y dejar enfriar a 50°C.

concentracion final de 30 pg/mL de medio.

o Verter en cajas de Petri.

Caldo RPMI 1640

Agua estéril quimicamente pura (MQ).........cccoeviiiiiiiiinienen. 1000 mL

POIVO RPMI.....o e, 109

MO P S . 34.5g
Preparacion

Disolver el MOPS en 500mL de agua MQ

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 1M y agregar el polvo RPMI1640
Ajustar a un pH final de 7.0 + 1, aforar a 1000 mL.

Esterilizar con unidades filtro de 0.22 um.

Almacenar a 4°C.

Enfriar a 45°C y en condiciones de esterilidad agregar estreptomicina a una
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