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REesuMEN

Antecedentes: Mundialmente se ha observado incremento en los
casos de micosis asociada a falla terapéutica. Ante el desconoci-
miento real de este fenomeno en Meéxico, se decidio estudiar la
resistencia a antifungicos.

Material y métodos: Se evaluaron 76 aislamientos de pacientes del
Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI,
Instituto Mexicano del Seguro Social: 36 con dermatofitosis y 40 con
candidiasis. Para dermatdfitos se utilizé el método E-test®y para
Candida spp. el método de microdilucion en caldo. Los antimicoticos
fueron itraconazol, ketoconazol y fluconazol para dermatofitos;
ademads, voriconazol y anfotericina B para levaduras.

Resultados: De los 36 dermatdfitos, siete (19.4%) fueron resisten-
tes a uno o mds antifingicos: tres Trichophyton rubrum, tres T.
mentagrophytes y un T. tonsurans. Un T. rubrum mostro resistencia
a los tres azoles, los seis aislamientos restantes fueron resistentes
solo a fluconazol. De los 40 aislamientos de Candida, 11 (27.5 %)
mostraron resistencia: siete a ketoconazol e itraconazol; tres solo
aitraconazoly uno a ketoconazol. Un aislamiento de C. glabrata fue
resistente a los cuatro azoles. Ninguna de las levaduras mostro
resistencia a anfotericina B.

Conclusiones: La falla terapéutica podria deberse a fenomenos de
resistencia. En este trabajo se encontro una resistencia a antifiin-
gicos de 20y 27.5% en dermatofitos y levaduras, respectivamente.
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Introduccion

L a resistencia bacteriana a los antibiéticos es un hecho
conocido desde hace mas de 50 afios. Respecto a los
hongos, este fendmeno era poco frecuente en los ochenta
del siglo pasado.! En los ultimos afos, el numero de casos
de micosis con falla terapéutica se ha incrementado en el
mundo, lo cual es atribuible a una deficiencia en la funcion
inmunoldgica, baja biodisponibilidad de los antimicdticos,
alteraciones en el metabolismo de los antifungicos, interac-

Aceptado: 12 de octubre de 2007 —

SUMMARY

Background: An increase in mycosis associated with therapeutic
failure has been observed worldwide. The dearth of data in Mexico
led us to study antifungal resistance.

Material and methods: Seventy six isolates of patients from the
Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI,
Instituto Mexicano del Seguro Social were included: 36 with
dermatophytoses and 40 with candidiasis. Dermatophytes were
assesed using the E-test method and Candida spp. using the broth
microdilution method. Antifungal drugs included itraconazole,
ketoconazole and fluconazole for dermatophytes; in addition,
voriconazole and amphotericin B were used to treat yeasts.
Results: Fromthe 36 dermatophytes, sevenisolates (19.4%) showed
resistance to one or more antifungal drugs: three to Trichophyton
rubrum, three to T. mentagrophytes and one to T. tonsurans. One T.
rubrum isolate was resistant to the three azoles; the other six
isolates were resistant to fluconazole only. From the 40 Candida
isolates, 11 (27.5%) showed resistance. seven to ketoconazole and
itraconazole; three only to itraconazole and one to ketoconazole.
One C. glabrata isolate showed resistance to the four azoles. None
of the yeasts showed resistance to amphotericin B.

Conclusion: Therapeutic failure could be caused by drug resistance.
In our study we found an antifungal resistance of 20% and 27.5%
in dermatophytes and in yeasts respectively.
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ciones medicamentosas y resistencia antifungica primaria o
secundaria.?*

Durante muchos afos, los compuestos antimicoticos
fueron escasos y poco efectivos. Para el tratamiento de las
micosis superficiales se contaba unicamente con griseoful-
vina y nistatina. A partir de mediados del siglo pasado, la
comercializacion de anfotericina B, aunque toxica, ayudé de
manera importante en el tratamiento de micosis sistémicas.®
Con el advenimiento de los azoles tépicos como el miconazol
y clotrimazol, y posteriormente los azoles sistémicos como
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ketoconazol, itraconazol, fluconazol y voriconazol, el trata-
miento de las micosis superficiales y sistémicas se simplifico,
mejorando las expectativas de curacion en estas infecciones.®
Sin embargo, con la pandemia del sida, asi como por el
uso indiscriminado de drogas esteroides, cirugias y trasplan-
tes, muchos investigadores notaron la aparicion de casos de
fallas en la terapéutica antimicética a diversos compuestos
como ketoconazol, fluconazol e incluso anfotericina B.”°
En México, aunque no se han cuantificado los casos de
resistencia en hospitales de atencion general y de especia-
lidades, se ha observado un incremento importante en el
numero de pacientes con micosis que no responden a los
tratamientos; en algunos casos ha sido posible demostrar
deficiencias inmunoldgicas.'®!" En otros, el comportamiento
clinico hace sospechar resistencia primaria o secundaria a
los antifungicos, principalmente en quienes reciben estos
medicamentos como profilaxis (en casos de trasplantes,
sida, enfermedades autoinmunes tratadas con corticosteroi-
des) o tratamientos repetidos por micosis recidivantes.
Con estos antecedentes, en el Hospital de Especialida-
des del Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexica-
no del Seguro Social, se decidid investigar la resistencia
antifungica en dermatdfitos, agentes méas frecuentes cau-
santes de micosis superficiales, asi como en levaduras del
género Candida, principal causa de micosis oportunistas.

Material y métodos

Cepas: se estudiaron 36 aislamientos de dermatdfitos de
pacientes con infecciones de diferentes zonas corporales:
uias, 19 casos; piel glabra, ocho; superficie plantar, seis;
ingle, dos; cabeza, uno. Fueron obtenidos de 23 mujeres y
13 hombres adultos. Las especies de dermatdfitos aisladas
fueron Trichophyton rubrum, 25; T. mentagrophytes, seis; T.
tonsurans, tres; Epidermophyton floccosum 'y Microsporum
canis, un aislamiento de cada especie. Los aislamientos
fueron conservados en agar dextrosa Sabouraud con anti-
bidticos a 25 °C.

Para determinar la sensibilidad o resistencia, en los
dermatofitos se utilizd el método de E-test® siguiendo las
indicaciones del fabricante para hongos filamentosos y que ya
han sido ensayadas por otros autores.’ Los aislamientos
fueron cultivados en agar lactrimel y se incubaron durante
siete dias a 28 °C. Los conidios fueron suspendidos en
solucidn salina a 0.85% y la concentracién se ajusté a 1x10°
conidios/ml utilizando una camara de Neubauer. Con un
hisopo estéril, la suspension fue aplicada de manera homogeé-
nea sobre placas de agar-RPMI (Gibco); una vez seco el
indculo, se aplicaron las tiras impregnadas con ketoconazol,
itraconazol o fluconazol, compuestos disponibles institucio-
nalmente para el tratamiento de las dermatofitosis. Las placas
fueron incubadas a 35 °C durante 24 horas y después a 28 °C.
Las cajas fueron revisadas diariamente durante cinco dias y
se registro la concentracion minima inhibitoria. Aunque no se
conocen con precision los puntos de corte para determinar la
sensibilidad o resistencia de los dermatdfitos frente a las
diferentes drogas antifungicas, en este estudio fueron consi-
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derados los parametros establecidos por el Clinical Labora-
tory Standards Institute en su documento M38-A para hongos
filamentosos: fluconazol >64 pg/ml; itraconazol >8 pg/ml."?

Las 40 cepas de Candida fueron aisladas de las siguien-
tes formas clinicas: fungemia, 12; candidiasis bucal pseudo-
membranosa, 11; onicomicosis, 10; lesiones intertriginosas,
tres; infeccion de vias respiratorias inferiores, tres; artritis,
uno. El numero de cepas obtenido por especie fue C.
albicans, 16; C. tropicales, ocho; C. glabrata, C. parapsilosis,
C. famatay C. dubliniensis, tres de cada una; dos aislamien-
tos de C. kefyr y un aislamiento de C. humicola y de C.
guilliermondii.

La sensibilidad de Candida spp. se determiné siguiendo
las indicaciones del Clinical Laboratory Standards Institute en
su documento M27-A2.'* Se prepararon placas depositando
100 pl de diluciones decrecientes de los siguientes antifungi-
cos: ketoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol y anfo-
tericina B. Cada pozo fue inoculado con 100 pl de una
suspension de 1x10° UFC/ml de cada cepa. Las placas se
incubaron a 35 °C durante 48 horas. La lectura se realizé
visualmente con ayuda de un espejo invertido para determinar
la concentracion minima inhibitoria (80% de inhibicion de
crecimiento). Como control de calidad se utilizaron dos cepas:
C. parapsilosis (ATCC 22019) y C. krusei (ATCC 6258).

Resultados

De los 36 aislamientos obtenidos de pacientes con dermato-
fitosis, siete (19.4%) mostraron rangos de concentracion
minima inhibitorias correspondientes a resistencia a uno o
mas de los compuestos azoélicos (Cuadro 1): dos aislamien-
tos de T. mentagrophytes varidedad mentagrophytes (de
tina del cuerpo) y uno de T. mentagrophytes variedad
interdigitale (de tifia plantar) fueron resistentes a fluconazol;
dos aislamientos de T. rubrum a partir de onicomicosis
fueron resistentes a fluconazol; un tercer aislamiento de esta

Cuadro I. Respuesta de sensibilidad y resistencia de derma-
téfitos a compuestos azélicos*

Dermatdfitos (clave del aislamiento) ~ Sensible  Resistente
T. rubrum (04-509) - K I F
T. rubrum (04-519) K, I F
T. rubrum (05-325) K, I F
T. mentagrophytesvariedad

mentagrophytes (04-504) K, | F

T. mentagrophytesvariedad
mentagrophytes (04-537) K, 1 F

T. mentagrophytesvariedad
interdigitale (04-711)

T. tonsurans (05-83)

K, 1 F
K, 1 F

*Puntos de corte tomados del documento M38-A del Clinical Laboratory
Standards Institute:'® Resistente: ketoconazol e itraconazol, 28 ug/ml;
fluconazol 264 pg/ml. Sensible: ketoconazol e itraconazol, <0.125 ug/ml;
fluconazol, <8 pg/ml.

K=ketoconazol; |=itraconazol; F=fluconazol.
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especie, obtenido de un paciente con tifia plantar recidivante
tratada previamente con miconazol tépico y 100 mg de
itraconazol por dia durante siete dias, mostr valores eleva-
dos de concentracion minima inhibitoria para los tres azélicos
(ketoconazol e itraconazol >32 pg/ml; fluconazol >256 pg/ml).
La unica cepa de T. tonsurans resistente a fluconazol fue
obtenida de un caso de tifia de la cabeza.

De los 40 aislamientos obtenidos de pacientes con candi-
diasis, en 11 (27.5%) se demostro resistencia a uno o varios
compuestos azdlicos. Los tres aislamientos de C. glabrata
mostraron resistencia a ketoconazol e itraconazol; ademas,
uno fue también resistente a voriconazol y fluconazol. Esta
resistencia mostrada por C. glabrata contrasta con la obser-
vadaen C. albicans, donde sélo tres de las 16 cepas aisladas
mostraron resistencia a ketoconazol e itraconazol. Una de
las dos cepas de C. famata aislada de un liquido de lavado
bronquial fue resistente a ketoconazol e itraconazol; esta
cepa correspondio a un paciente con sida que habia recibido
itraconazol por mas de seis meses como profilaxis.

Ninguno de los 12 aislamientos obtenidos de hemoculti-
vos mostrd resistencia a los antimicéticos probados. Los 40
aislamientos de levaduras estudiados fueron sensibles in
vitro a anfotericina B (Cuadro II).

Discusion

Mientras que algunas patologias virales o parasitarias han
disminuido su frecuencia, las infecciones micoéticas han
registrado un incremento constante. U.S. National Center for
Health Statistics informa que del total de infecciones, las
micosis ocupan el séptimo lugar como causa de muerte;
también se hace mencién que de 1980 a la fecha el numero
de decesos por infecciones fungicas se ha triplicado,'

Cuadro Il. Respuesta de resistencia de especies de Candida
acompuestos azélicos*

Sensibilidad

Especie y forma clinica dosis dependiente Resistente
C. glabrata (intertrigo) V,F K, |

C. glabrata (bucal) V,F K, |

C. glabrata (onicomicosis) - K1V, F
C. albicans (bucal) - K, |

C. albicans (bucal) - K, |

C. albicans (bucal) -

C. famata (bronquial) F K, |

C. famata (onicomicosis) - |
C. guilliermondii (onicomicosis) - |
C. dubliniensis (bucal) - K, 1, V,F
C. parapsilosis (onicomicosis) - |

*Puntos de corte tomados del documento M27-A2 del Clinical Laboratory
Standards Institute:'* Resistencia: ketoconazol 21 pg/ml; itraconazol 21pg/
ml; fluconazol 264 pg/ml; voriconazol 24 pg/ml. Sensibilidad dosis-depen-
diente: ketoconazol, 0.25-0.5 pg/ml; itraconazol, 0.25-0.5 pg/ml; flucona-
zol, 16-32 pg/ml; voriconazol, 2 pg/ml.

K=ketoconazol; |=itraconazol; F=fluconazol; V=voriconazol.

Gac Méd Méx Vol. 144 No. 1, 2008

Manzano-Gayosso y cols.

siendo las principales causas la candidiasis y la aspergilo-
sis.’® Mundialmente, este incremento se ha relacionado con
diversos factores entre los que sobresalen el aumento de
poblacion con diabetes mellitus, el niumero de padecimientos
oncoldgicos, corticoterapia, trasplantes y sida.

El advenimiento de los compuestos azdlicos para aplica-
cion topica como el clotrimazol, econazol y miconazol se dio
entre 1959 y 1960. En 1967 aparecié el ketoconazol de
administracion topica y bucal, convirtiéndose en el estandar
de oro terapéutico durante varios afios. Finalmente, los
triazdlicos como el itraconazol, fluconazol y voriconazol (estos
ultimos disponibles para aplicacion endovenosa), aunados a
su amplio espectro y baja toxicidad, motivd a muchos inves-
tigadores a suponer que el problema de las infecciones
micoticas tendian a desaparecer."”

Debido al uso profilactico de antimicéticos durante largos
periodos en pacientes con inmunosupresion, Evans'® mani-
festo el riesgo de aparicion de cepas resistentes en hongos
causantes de micosis sistémicas, como ya se habia demos-
trado, y también en agentes de micosis superficiales como
las onicomicosis.

Recientemente, Silva Barros y Hamdan™ estudiaron la
sensibilidad de cepas de T. mentagrophytes aisladas de
onicomicosis y encontraron que esta especie tenia baja
sensibilidad a fluconazol, siendo las mejores alternativas de
tratamiento la terbinafina y el itraconazol. En 2006, Santos y
Hamdan? ampliaron los estudios de sensibilidad e incluyeron,
ademas de T. mentagrophytes, a T. rubrum; los resultados de
este estudio confirmaron que el fluconazol tiene menor activi-
dad que otros azoles. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en el presente estudio, donde de las siete cepas
resistentes de dermatdfitos, tres de T. mentagrophytes mos-
traron resistencia a fluconazol.

La candidiasis es la infeccidon oportunista mas frecuente en
los pacientes hospitalizados. En Estados Unidos de América,
las infecciones nosocomiales ocupan el primer lugar como
causa de muerte entre las micosis.'® En el Hospital de Espe-
cialidades donde se llevo a cabo este estudio no se tiene
contabilizado el nimero de decesos por candidiasis. Sin
embargo, en un estudio realizado durante 2005 en pacientes
con sindrome febril, 10% de los hemocultivos fueron positivos
a Candida sp. (datos de la encuesta epidemioldgica del
hospital, no publicados); por lo tanto, el diagndstico y trata-
miento oportuno de estas infecciones es de suma importancia.

En las infecciones por levaduras, en repetidas ocasiones
se ha demostrado resistencia a uno o varios antifungicos;
algunas especies como C. krusei presentan resistencia
intrinseca a fluconazol;?' en otras especies parece cumplirse
la suposicion de Evans'® acerca del desarrollo de resistencia
secundaria. Los mecanismos postulados para explicar la
resistencia son varios: alteracién en la penetracion de la
droga causada por genes como CDR1y CDR2, modificacién
de la molécula blanco (desmetilasa del lanosterol) asociada
a genes como ERG11 y alteracion de A>® esterol desatura-
sa.?? A pesar de que son pocas las observaciones registra-
das, una cepa podria presentar mas de uno de estos
mecanismos, lo que explicaria la multirresistencia desarro-
llada en algunos hongos.??

25




Resistencia a antifungicos en México

En pocos hospitales de Latinoamérica se documenta la
causa de la falla terapéutica;?* sin embargo, es un hecho de
observacion clinica cada vez mas frecuente que algunos
pacientes con micosis superficiales o sistémicas no respon-
den al tratamiento antimicdtico a pesar de que los esquemas
de tratamiento son correctos. Aunque los resultados de
resistencia/sensibilidad in vitro no correlacionan totalmente
con las observaciones clinicas, los datos obtenidos en este
trabajo muestran la relevancia actual de este fendmeno en
pacientes mexicanos, ya que se observo resistencia en casi
20% de los dermatofitos estudiados y en 27.5% de las cepas
de Candida. Lo anterior resalta la importancia de realizar
estudios de sensibilidad en todos los aislamientos fungicos
obtenidos de pacientes con micosis superficiales asociadas
a falla terapéutica, y, por su gravedad, en todos los casos de
micosis sistémicas.
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