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Resumen

Introduccion: Las infecciones por levaduras han adquirido una gran relevancia en las tltimas décadas. Este incremento de
la frecuencia y morbimortalidad de las infecciones fungicas ha hecho necesario disponer de nuevos antifungicos. En la tultima
década el consumo de antifungicos se ha incrementado en un 12 % al afio. El aumento de resistencias frente a una gran canti-
dad de antimicrobianos ha llevado a una creciente demanda de nuevos agentes antifingicos de aplicacion topica u oral para
profilaxis y tratamiento.

Material y métodos: Se ha realizado un estudio descriptivo y observacional para conocer la sensibilidad in vitro de 38 espe-
cies de Candida spp. El método utilizado fue Kirby-Bauer o método de difusién en agar Sabouraud®. Este método ha permitido
caracterizar los niveles de resistencia de la terbinafina y otros antifungicos afines a la practica clinica podolégica. Los antifingicos
estudiados fueron: terbinafina, ketoconazol, fluconazol, itraconazol, nistatina y ciclopirox-olamina.

Resultados: Todas las cepas fueron sensibles a ciclopirox-olamina y a clotrimazol. El 2.6 % de las especies de C. albicans
fueron resistentes a ketoconazol y un 2.6 % en C. glabrata. EI 5.3 % de los casos de C. albicans fueron resistentes a fluconazol y
el 10.5% en C. glabrata, C. guillermondiiy C. parapsilosis. En el grupo de estudio de la terbinafina, el 65.8 % de C. albicans fueron
resistentes a este antifungico, un 10.5 % de todas las C. tropicalis y un 13.2 % para el resto de especies. En resumen, existe un
porcentaje amplio de resistencia de formas levaduriformes a la terbinafina.

Conclusiones: Es interesante analizar la cantidad de cepas estudiadas resistentes a los azoles, especialmente a fluconazol y
terbinafina. Curiosamente, una gran mayoria de las especies son resistentes a terbinafina, a pesar de ser el antifungico que mas
es prescrito en onicomicosis, como se evidencia en la mayor parte de los estudios realizados.

Abstract

Introduction: Yeast infections have become very importantin recent decades. An increase in the frequency and morbidity and
mortality of fungal infections has made it necessary to have new antifungals. In the last decade, the consumption of antifungals
has increased by 12 % per year. The increase in resistance to a large number of antimicrobials has led to an increasing demand
for new antifungal agents for topical or oral application for prophylaxis and treatment.

Material and methods: A descriptive and observational study was carried out to know the in vitro sensitivity of 38 species of
Candida spp. The method used was Kirby-Bauer or Sabouraud® agar diffusion method. This method has allowed to characterise
the resistance levels of terbinafine and other antifungals related to clinical podiatric practice. The antifungals studied were:
terbinafine, ketoconazole, fluconazole, itraconazole, nystatin and cyclopirox-olamine.
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Results: All strains were sensitive to ciclopirox-olamine and clotrimazole. 2.6 % of C. albicans species were resistant to
ketoconazole and 2.6 % in C. glabrata. 5.3 % of the cases of C. albicans were resistant to fluconazole and 10.5 % in C. glabrata,
C. guillermondii and C. parapsilosis. In the study group of terbinafine, 65.8 % of C. albicans were resistant to this antifungal,
10.5 % of all C. tropicalis and 13.2 % for the rest of species. In summary, there is a broad percentage of resistance of yeast

forms to terbinafine.

Conclusions: It is interesting to analyse the amount of strains studied resistant to azoles, especially fluconazole and terbi-
nafine. Interestingly, a large majority of the species are resistant to terbinafine, despite being the antifungal agent that is most
prescribed in onychomycosis, as evidenced in most of the studies conducted.

INTRODUCCION

Las infecciones por levaduras han adquirido una gran rele-
vancia en las Ultimas décadas. Esto puede ser debido no solo
alaumento de la frecuencia en pacientes inmunodeprimidos
o en pacientes sometidos a terapias medicamentosas agresi-
vas, sino también a su alta prevalencia en cuanto a morbilidad
y mortalidad. Este incremento de la frecuenciay morbimorta-
lidad de las infecciones fungicas ha hecho necesario disponer
de nuevos antifungicos.

En la ultima década, el consumo de antifungicos se ha
incrementado enun 12 % al afioy, segun algunos datos de la
Agencia Europea del Medicamento, el coste anual mundial
en antifungicos asciende a 3.600 millones de euros’. En para-
lelo y de forma colateral, se estd detectando un porcentaje
creciente de cepas que han desarrollado resistencia a estos
antimicrobianos?.

El aumento de resistencias frente a una gran cantidad
de antimicrobianos ha llevado a una creciente demanda de
nuevos agentes antifungicos de aplicacion topica u oral para
profilaxis y tratamiento; por lo tanto, han generado la nece-
sidad de implementar nuevos antifungicos en los sistemas
de salud, si bien es cierto, muchos de los cuales presentan
graves desventajas: alto coste, alta tasa de efectos adversos,
ineficacia contra nuevas especies de hongosy desarrollo rapi-
do de resistencias®.

Hoy endia, las infecciones por hongos causantes de mico-
sis generan un importante gasto sanitario®. Se calcula que
aproximadamente de un 5 al 10 % de las consultas derma-
tologicas son causadas por micosis?. Los tratamientos anti-
fungicos alo largo del tiempo no han parado de evolucionar,
mejorando su eficacia y espectro de accién fungico.

Candida spp. (Figura 1) es uno de los agentes mas fre-
cuentemente implicados en las micosis graves de pacientes
inmunodeprimidos y criticos. En los ultimos 30 afios hemos
asistido a un notable incremento en la incidencia de candi-
diasis®. El uso racional y precoz de los antifungicos debe ser
combinado con procedimientos diagnosticos microbiolégi-
cosy de imagen®.

El motivo de nuestra publicacion ha sido evaluar la eficacia
de la terbinafina y otros antifungicos utilizados en la praxis
podologica.
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Figura 1. Tincion de Gram de formas levaduriformes (100 X ).
Imagen por cortesia Dr. Tomas Garcia-Lozano, médico adjunto
en microbiologia, Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia
(FIVO), PDI Universidad Catolica de Valencia “San Vicente Martir".
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MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado un estudio descriptivo y observacional para
conocer lasensibilidad in vitro de 38 especies de Candida spp.
(Figura 2), procedentes de 38 pacientes oncolégicos y de 38
exudados de herida o tejidos blandos de miembro inferior. El
numero total de muestras procesadas por sospecha de infec-
cion fungica fue de 38, por lo que la seleccion de pacientes
fue dirigida clinicamente y confirmada en el departamento
de microbiologia mediante tincion de gram, existiendo por
tanto un total del 100 % de exudados de herida positivos para
formas levaduriformes. La poblacién diana fueron pacientes
ingresados en el Hospital Fundacién Instituto Valenciano de
Oncologia (FIVO) de la Comunidad Valenciana. Los pacientes
estudiados presentaron infeccién clinicay microbioldgica por
candidiasis. Los criterios de inclusién fueron: pacientes con
patologias de base tumoral sélida, pacientes ingresados y
pacientes con cualquier tipo de infeccion (celulitis, fascitis,
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Figura 2. Especies fungicas.

radiodermitis) polimicrobiana con evidentes sospechas cli-
nicas de infeccién fungica y confirmacion microbiolégica a
través de latincion de gram. Los criterios de exclusién fueron:
pacientes no oncolégicos, no ingresados y con infecciéon en
miembro inferior sin sospecha de micosis en tejidos blandos.
La toma de muestras se realizo en el periodo de tres meses
aproximadamente, desde el 3 de febrero hasta el 27 de abril
de 2017. Elestudio se incluyé en un proyecto pilotoy colateral
al analisis de las colonizaciones por SARM (previa autoriza-
cién de CEIC en FIVO; aprobado en 2012) y otras especies en
pacientes oncologicos.

Los procedimientos de obtencién de muestras se reali-
zaron a través de la toma con hisopo (Amies-Viscosa, Del-
talab®, Barcelona, Spain) procedente de herida y siembra
directa mediante triple estria en medio de agar Sabouraud®
(Becton Dickinson®, BD, Québec, Canadd). El estudio de
sensibilidad se realiz6 a través del método Kirby-Bauer
(Figura 3) o método de difusion en agar Sabouraud® (BD®).
Este método ha permitido caracterizar los niveles de resis-
tencia de la terbinafina y otros antifungicos afines a la prac-
tica clinica podolégica. Los antifungicos estudiados fueron:
terbinafina, ketoconazol, fluconazol, itraconazol, nistatinay
ciclopirox-olamina. Los antifungicos empleados pertenecen
aRosco® (Taastrup, Dinamarca), en forma de tabletas estan-
darizadas de 9 mm de diametro (NeoSesitabs®) con cargas
difusibles de antifungicos de 1 ug. Pararealizar lainterpreta-
cién de sensibilidad y/o resistencia se emplearon las normas
del EUCAST y/o CLSI en su defecto del 2014 mediante la
medicion de los halos obtenidos en mm. La poblacién de
estudio fueron 38 pacientes oncolégicos con distintos tipos
de patologias de base tumoral (Figura 4). El estudio de sen-
sibilidad fue realizado mediante la técnica de difusion en
agar. Los indculos fungicos (mediante suero fisiologico) se

Garcia-Lozano T et al.

Figura 3. Método Kirby-Bauer. Placa agar Sabouraud con
colonizacion de Candida albicans, muestra de orina. Medidas
del halo: ciclo: 21, ctrim: 30, ketoc: 28, terb: 6, fucz: 28. Fuente
propia. Imagen in vitro del presente estudio cortesia del Dr.
Tomds Garcia-Lozano. Médico Adjunto Microbiologia (FIVO).
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Figura 4. Patologias de base tumoral.

obtuvieron de cultivos de 24 horas en agar Sabouraud®. Los
indculos incluyeron 5 x 10°unidades formadoras de colonias
(UFC/ml) equivalente a 0.5 de la escala McFarland. Laincu-
bacion serealizé a 37 °C durante 24 horasy la lectura de los
halos de inhibicion permitio la interpretacion de la sensibi-
lidad invitro. Los valores obtenidos se procesaron mediante
estadistica descriptiva mediante el paquete estadistico SPSS
PC®version 19.0.

[Rev Esp Podol. 2018;29(2):70-74]
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RESULTADOS

Se obtuvieron 38 muestras de 38 pacientes, 50 % hombresy
50 % mujeres. Laedad mediade los pacientes fue de 65.3 afios.
La distribucion de las patologias de base tumoral se represen-
taen laFigura 2. El estudio de las especies fungicas se repre-
sentaenlaFigura 1. Con respecto al analisis de la sensibilidad
antifungica, motivo de nuestra publicacion, destacan varios
aspectos de gran trascendencia: primero, todas las cepas
fueron sensibles a ciclopirox-olamina (Figura 5) y a clotrima-
zol (Figura 6); un 2.6 % de las especies de C. albicans fueron
resistentes a ketoconazol y un 2.6 % en C. glabrata. EI 5.3 %
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Figura 5. Los halos de inhibicion se situan alrededor de 20 mm,
considerando que la gran cantidad de especies con sensibles al
ciclopirox-olamina.
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Figura 6. Los halos de inhibicion se situan alrededor de 30 mm,
considerando que la gran cantidad de especies con sensibles al
clotrimazol.
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de los casos de C. albicans fueron resistentes a fluconazol y
el 10.5 % en C. glabrata, C. guillermondiiy C. parapsilosis. En
el grupo de estudio de la terbinafina, el 65.8 % de C. albicans
fueron resistentes a este antifungico, un 10.5 % de todas las
C. tropicalisy un 13.2 % para el resto de especies. En resumen,
todas las cepas fueron sensibles a clotrimazol y ciliopirox-ala-
minay un gran porcentaje de formas levaduriformes (Candida
spp.) fueron resistentes a la terbinafina (Figura 7).
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Figura 7. Los halos de inhibicion se sitian alrededor de 5 mm,
considerando que la gran cantidad de especies son resistentes
a la terbinafina.

DISCUSION

La infeccion fungica mas frecuentemente descrita en el
paciente oncoldgico o inmunodeprimido es debida al géne-
ro Candida spp’, y especialmente C. albicans. También se esta
observando incrementos en otras formas levaduriformes y
especies emergentes.

Actualmente, uno de los problemas que estan originando
mayor nimero de resistencias es el uso desmesurado de anti-
fungicos por via oral y de aplicacién tépica, especialmente en
azolesy terbinafina, cuya resistencia, objetivo de nuestro ana-
lisis, es debida a una o varias mutaciones en los genes ERG 1.

Apesar de la multitud de factores implicados en la actividad
invitro de los antifungicos, las técnicas de estudio de sensibi-
lidad estan siendo estudiadas con cierto interés, asi como las
medidas de normalizacion y estandarizaciéon®. Existen multi-
tud de factores demograficos sobre las tasas de resistencias
publicadas, como por ejemplo la resistencia a la anfotericina
B con el uso previo de azoles por via oral® o la influencia que
tiene el inéculo fungico o el pH de medio de cultivo en la lec-
tura e interpretacion de la sensibilidad in vitro frente a azoles®.
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En este punto, es interesante analizar la cantidad de cepas
estudiadas resistentes alos azoles y alilaminas, especialmente
afluconazol y terbinafina respectivamente (Chi cuadrado de
Pearson, p =0.001y test de V de Cramer, p = 0.001 respec-
tivamente) y curiosamente, casi todas las especies son resis-
tentes a terbinafina, a pesar de ser el antifungico que mas es
prescrito para onicomicosis, como se evidencia en la mayor
parte de los estudios realizados.

Teniendo en cuenta la gran trascendencia del uso y espectro
antifungico de la terbinafina como antifungico (eleccién para
el tratamiento de dermatofitos, onicomicosis en pies y zonas
distales de las ufias onicomicosis disto-laterales)'®', los prin-
cipales estudios se basan basicamente en comparar la eficacia
clinica, pero pocos evidencian erradicacion micoldgica. La gran
mayoria concluyen, y aun existiendo discrepancias sustanciales
entre ellos, que el uso de terbinafina es el mas adecuado solo
0 en combinacion con otros antifungicos como la amorolfina,
mas incluso que con el itraconazol, especialmente en infec-
ciones por dermatofitos y formas no dermatofiticas o mohos;
si bien es cierto, esta controversia esta candente en multitud
de publicaciones referenciadas con onicomicosis por Candida
ssp., motivo de nuestra comunicacion. Aun asi, y a pesar de
las discrepancias existentes en el uso de multitud de farmacos
y tratamientos fisicos, se unen al mercado terapias novedosas
o0 métodos diagnosticos, mas bien “especulativas” que reales,
asegurando eficacia clinica con distintos niveles de evidencia
y ausencia de descripciones microbioldgicas in vitro objetiva-
bles''3. En relacion a este punto, a pesar de las resistencias
encontradas en la muestra estudiada (n = 38), debemos indicar
que son formas levaduriformes y no dermatofitos, ratificando
que el uso de la terbinafina sigue siendo, hasta la actualidad,
eficaz clinicamente en infecciones micéticas por dermatofitos,
como se avala en la gran mayoria de los estudios realizados.

Alavista de nuestros resultados podemos afirmar que existe
un predominio claro de cepas resistentes a la terbinafina y un
fendmeno de resistencia cruzada entre antifungicos azdlicos.

Y para concluir, es interesante tener en cuenta que los estu-
dios de sensibilidad a antimicrobianos, los estudios de monito-
rizaciony los estudios genéticos o de taxonomia son necesarios
para poder llevar a cabo una practica asistencial adecuada con
una buena base cientifica complementaria, especialmente en
el manejo de antifingicos por via oral y/o topica.

Garcia-Lozano T et al.
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