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Il. RESUMEN

Las especies de Malassezia, que pueden ser lipofilicas o dependientes de lipidos,
pertenecen a la microbiota cutanea residente de los animales y también estan
asociadas con enfermedades de la piel de perros y gatos, considerandose una
enfermedad oportunista. La dermatitis y otitis canina por Malassezia generalmente
se trata con azoles orales, como ketoconazol (KTZ) e itraconazol (ITZ), cuando la

terapia topica no es practica o efectiva.

El objetivo de este estudio fue aislar e identificar cepas de Malassezia
pachydermatis a partir de muestras Oticas de pacientes caninos y felinos
consultados en el Hospital Veterinario de Pequefias especies de la BUAP. El
objetivo secundario fue identificar el perfil de susceptibilidad in vitro a 4 antifungicos:

fluconazol, ketoconazol, itraconazol y terbinafina, por el método de difusion en disco.

Se realiz6 un muestreo total de 80 pacientes, 70 caninos y 10 felinos con y sin
lesiones de otitis, sin tratamiento antifiingico reciente encontrando 22.5% de
muestras positivas (18/80) (15 Caninos y 3 Felinos) a M. pachydernatis. Todas las
cepas de M. pachydermatis presentaron resistencia al menos a 1 antifungico, 18 de
las cepas (100%) fueron resistentes a Itraconazol y el antifingico que presento
mayor sensibilidad a las cepas de M. pachydermatis fue fluconazol con 27.7% de

sensibilidad.
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Il. INTRODUCCION

Las levaduras son componentes comunes de la microbiota superficial de humanos
y animales. Habitan superficies humedas externas e internas, como la piel, el
conducto auditivo, el saco conjuntival, la boca, el tracto digestivo y la region perianal
(1). Se tiene conocimiento desde hace mucho que las levaduras del género
Malassezia estan asociadas con una serie de enfermedades humanas diferentes
gue van desde la pitiriasis versicolor hasta la dermatitis seborreica (2). Sin embargo,
la evolucion de la historia de su taxonomia y patogenicidad, y el manejo de las
enfermedades que causan ha sido un viaje largo, y a menudo dificil (3). Su
importancia en la dermatologia canina puede ilustrarse por el continuo aumento del
namero de articulos sobre esta condicion en la literatura desde que fue descrito por
Dufait en 1983. (4)

Sus exigentes requisitos de crecimiento desafiaron los intentos iniciales de cultivar
estos organismos en medios de laboratorio, y su verdadera identificacion y la
relacion entre las diferentes especies sélo se hizo evidente con la aplicacién de
técnicas moleculares modernas. Se reconocio en el siglo XIX como posible causa
de infeccion humana. Inicialmente como causas de infeccién de la piel, ahora se
sabe que son comensales superficiales. También han sido implicados en la

patogénesis de las enfermedades alérgicas y otras enfermedades inflamatorias. (2)

El género Malassezia se aisla comunmente en el canal auricular de perros y gatos,
con otitis externa o en casos de dermatitis. Las levaduras del género Malassezia
son microorganismos oportunistas. En particular, se ha informado que Malassezia
pachydermatis (M. pachydermatis) es el agente causal predominante de la otitis

externa canina. (5)
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M. pachydermatis es un organismo comensal que coloniza la piel y los sitios
mucosos de perros, gatos y seres humanos. Esta levadura puede convertirse en
patégena de baja densidad en algunas circunstancias que causan dermatitis y / u
otitis (6). En condiciones favorables, como la presencia de microambientes ricos en
lipidos, desequilibrio local de microbiota y trastornos del sistema inmunitario del
hospedador, esta levadura puede volverse patdégena, causando principalmente otitis
externa y dermatitis seborreica en perros y gatos. (7)

Durante la Gltima década, las especies de Malassezia también han emergido como
patdgenos cada vez mas importantes de los recién nacidos en hospitales de
cuidados intensivos humanos (6). El uso de hiperalimentacion de lipidos infundidos
a través de catéteres venosos profundos se considera un factor de riesgo de
infecciones sistémicas. No obstante, nunca se ha explorado una posible relacion
entre la resistencia a los antifungicos y la formacién de biopeliculas en M.

pachydermatis. (8)
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V. MARCO TEORICO

4.1 Malassezia

Las levaduras del género Malassezia son organismos lipofilicos, que han sido
reconocidos durante mas de un siglo como miembros de la microbiota cutdnea

humana normal, y también como agentes de ciertas enfermedades de la piel. (2)

Ademas, desde la década de 1980, se ha reportado que causan infecciones
sistémicas oportunistas. Estas levaduras se han encontrado con frecuencia en una
amplia gama de otros animales de sangre caliente (perros, gatos, 0so, lobo, zorra,
hurén, le6bn marino, elefantes, primates, pajaros, rinocerontes, wombat, caballos,
bovinos, ovinos, caprinos, pollos, conegjillos de india, conejos) y su distribucion mas

amplia en la naturaleza ahora se esta explorando, utilizando técnicas moleculares.

(9)

Como rasgos caracteristicos del género Malassezia se incluye una morfologia
distintiva y una afinidad por los lipidos en medios de cultivo. Las observaciones con
microscopia electronica han demostrado que estas levaduras tienen una pared
celular gruesa de varias capas con brotes formados sucesivamente a partir de un
solo locus en la célula madre. Esto conduce a la formacién de una prominente
cicatriz de yema que da la forma tipica de botella a la célula parental y a la yema,
permitiendo asi el facil reconocimiento de las levaduras en el material de la piel.
Tienen la propiedad fisiolégica de poder utilizar lipidos y, con M. pachydermatis
como excepcion, las especies muestran un requerimiento absoluto de lipidos en los
medios de cultivo. El género esta actualmente clasificado en el orden Malasseziales
entre los Exobasidiomycetes. (10)

La primera descripcion de Malassezia es la de Eichstedt en 1846 cuando reconocio
la naturaleza fungica de la enfermedad, la pitiriasis versicolor (PV). Observo la
presencia de levaduras y filamentos en el material de los pacientes, pero el

organismo no fue nombrado hasta que Robin lo identific6 como Microsporon furfur
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en 1853. Este nombre fue reemplazado por Baillon, cuando cre6 un nuevo género

Malassezia en 1889, y se establecié el binomio Malassezia furfur. (6)

Figura 1. Rinoceronte indio con dermatitis exfoliativa causada por levaduras de
malassezia pachydermatis (tomado de Beekhout T, 2010)

a

Figura 2. Crecimiento excesivo de Malassezia pachydermatis con pérdida de
pequefias plumas alrededor de los ojos (tomado de Beekhout T, 2010.)
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4.2 Clasificacion

El género Malassezia comprende al menos 14 especies (M. furfur, M. obtusa, M.
globosa, M. slooffiae, M. sympodialis, M. restricta, M. dermitis, M. japonica, M. nana,

M. yamatoensis, M. equina, M. caprae, M. cuniculi y M. pachydermatis). (11)

Las técnicas de biologia molecular han transformado la taxonomia del género de
dos especies en 1989 a 18 especies en 2020 (12). En el afio de 1989, el género
Malassezia, también conocido bajo el nombre genérico Pityrosporum propuesto por
Sabouraud en 1904, comprendia solo dos taxones: M. furfur (syn. P. ovale, P.
orbiculare), una especie dependiente de lipidos que se encuentra en piel humanay
M. pachydermatis (syn. P. pachydermatis, P. canis), una especie aislada de la piel

de animales, especialmente perros. (13)

En el afio de 1990, Simmons y Gueho describieron la nueva especie M. sympodialis
gue se caracterizaba por un simpodial proceso de gemacion Gueho et al. (1996)
tuvieron la oportunidad de recolectar y examinar muchos aislamientos de humanos
y animales. Se emplearon técnicas de espectro convencionales y modernas para
caracterizar estos aislamientos, abarcando morfologia, ultraestructura, fisiologia y
biologia molecular. El resultado fue una revision completa del género Malassezia y
la descripcién de cuatro nuevas especies (M. obtusa, M. globosa, M. slooffiae y M.
restricta). (14)

Once especies mas fueron descritas en diferentes grupos y de huéspedes variados:
M. dermatis, M. japdnica y M. yamatoensis de humanos en Japon; M. nana de casos
de otitis externa en gatos y bovinos; M. caprae de cabras; M. equina de caballos; M.
cuniculi de conejos; M. arunalokei de humanos en India; M. brasiliensis y M. psittaci

de loros domesticados en Brasil; y M. verspertilionis de murciélagos en EE. UU. (13)
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Hasta la fecha, M. pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis, M. globosa, M.
slooffiae, M. nana, M. caprae, M. equina, M. cuniculi, M. brasiliensis, M. psittaci y M.
verspertilionis se ha aislado de animales y, por lo tanto, es relevante en

dermatologia veterinaria. (12)

4.3 Malassezia pachydermatis

En 1983, Dufait fue el primero en reportar levaduras Malassezia como causa de
dermatitis generalizada en perros. Describié una serie de 50 perros con dermatitis
pruriginosa de los que las levaduras podian recuperarse facilmente mediante

citologia o cultivo y que respondieron a la terapia antimicética. (15)

4.3.1 Morfologia Macroscopica

Las colonias son convexas, de 4 a 5 mm de diametro, butiricas a quebradizas, algo
brillantes, de color crema amarillento palido y con un margen recto o algo ondulado.

Nunca se observaron filamentos en esta especie. (2)

4.3.2 Morfologia Microscépica

La apariencia microscopica de los organismos de Malassezia es bien conocido por
los dermatodlogos veterinarios que la visualizan periédicamente en muestras
obtenidas de casos clinicos. M. pachydermatis es de forma ovalada con aspecto de
mani y tiene aproximadamente 2—3 pm de ancho y 4-5 um de ancho longitud (4).
Se caracterizan por una pared celular multicapa y se reproducen por gemacion
unilateral. La levadura en forma de botella puede ser globosa, ovoide o cilindrica
(16).
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Figura 3. Morfologia de Malassezia pachydermatis observada a 40x y tefiida con
azul de lactofenol.

4.3.3 Caracteristicas fisiologicas y condiciones de crecimiento

Malassezia pachydermatis es una especie lipéfila de levadura no lipodependiente
(7). M. pachydermatis es Unica dentro del género en que no depende de los lipidos
(17)

Con la excepcion de M. pachydermatis, todas las especies de Malassezia requieren
un lipido externo como fuente de crecimiento, es decir, son obligatoriamente
dependientes de lipidos (2). Malassezia tienen afinidad por los lipidos como
sustratos y el término "levaduras lipofilas" se ha utilizado con frecuencia para
caracterizar el género. De hecho, 13 de las 14 especies de Malassezia actualmente
descritas muestran un requisito absoluto de cadenas largas de acidos grasos. Por
lo tanto, estas levaduras "dependientes de lipidos" rara vez se aislan en el

laboratorio a menos que se proporcionen nutrientes especificos en el medio. La
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especie M. pachydermatis es la Unica levadura lipéfila que se puede aislar en

medios regulares como el agar dextrosa Sabouraud. (15)

Por otro lado, se cree que estos lipidos son un importante factor de virulencia del
hongo, ya que la pared celular rica en lipidos parece proteger a Malassezia de la
fagocitosis y regular a la baja la respuesta inmunitaria inflamatoria. Ademas, la
adhesidn a las células huésped puede estar mediada por la hidrofobicidad de esta
pared celular altamente lipdfila. (3)

Las condiciones fisiolégicas que se consideraron importantes para el éxito en el
aislamiento y mantenimiento de los cultivos de Malassezia fueron el uso de medios
recién preparados, condiciones himedas y una temperatura de entre 30y 35 ° C,
las transferencias frecuentes a medios frescos y evitar bajas temperaturas para su
almacenamiento (por ejemplo, refrigeracion a 0 - 4 ° C) son necesarias para
mantener la viabilidad de los cultivos in vitro, con la excepcién del uso de nitrégeno
liquido. (2)

Las levaduras Malassezia se reproducen por reproduccién asexual por gemacion
monopolar o simpodial generalmente a partir de una base amplia. Las células hijas
a menudo tienen collaretes pronunciados en el sitio de separacion de las células
madre, lo que puede verse durante el examen microscépico. (18). Factores como la
raza, la edad, la estacion y la enfermedad inter-corriente pueden influir en la

frecuencia de aislamiento de estos organismos. (19)

Histéricamente, se consideraba que M. pachydermatis era "lipofila pero no
dependiente de lipidos" porque era el Unico miembro del género que crecia en agar
dextrosa de Sabouraud. Recientemente, la secuenciacion del genoma ha
confirmado que M. pachydermatis carece de un gen de acido graso sintasa como
los otros miembros del género, pero tiene la capacidad Unica de utilizar fracciones
de lipidos dentro del componente de peptona del agar dextrosa de Sabouraud para
el crecimiento. Estas observaciones explican su incapacidad para crecer en medios
definidos libres de lipidos y, por lo tanto, M. pachydermatis ahora también debe

considerarse como "dependiente de lipidos". (12)
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4.4 Malassezia pachydermatis en dermatologia veterinaria.

4.4.1 Etiologia y patogenia de la dermatitis y la otitis de Malassezia canina

Malassezia pachydermatis se describié por primera vez en las escamas cutdneas
de un rinoceronte indio (Rhinoceros unicornis) con una dermatitis exfoliativa
generalizada (20). Estudios realizados en Suecia en la década de los cincuenta
destacaron el papel de M. pachydermatis en la otitis externa canina, con la induccién

de otitis externa por la aplicacion de M. pachydermatis al canal auditivo externo. (21)

La respuesta al tratamiento antifiingico en casos de otitis externa en perros apoya
la opinion actual de que la levadura actiia como un patégeno oportunista secundario

(dermatitis atopica) dentro del canal auditivo externo canino. (22)

A pesar del escepticismo inicial de la comunidad de dermatologia veterinaria,
descripciones de M. pachydermatis como una causa comun de dermatitis mas

generalizada en perros ahora han ganado aceptacion total. (20)

Los factores involucrados en la transicion del comensalismo al parasitismo por M.
pachydermatis en perros no son completamente entendidos. Aunque M.
pachydermatis es un habitante normal de piel y mucosas caninas sanas, los perros
con enfermedad de la piel asociada con M. pachydermatis pueden tener un aumento
de 100 a 10,000 veces mayor en la densidad de la poblacién de la piel en
comparacion con los perros sanos, perros de caza, cocker spaniels, terrier blancos
del oeste de las tierras altas y caniches. (22). El crecimiento excesivo de levaduras
es generalmente secundario a un trastorno concomitante en curso, predominando
enfermedades de hipersensibilidad (especialmente atopia), defectos de
gueratinizacion, pioderma bacteriano recurrente y enfermedades endocrinas
(especialmente hipotiroidismo). Tanto en el caso de la dermatitis como de la otitis,
es probable que se produzca una respuesta de hipersensibilidad a la levadura en

muchos perros alérgicos (19).
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Las enfermedades concurrentes como la dermatitis atOpica, intertrigo,
endocrinopatias y defectos de queratinizacién primaria a menudo se reconocen en
algunos perros afectados, aunque es posible que estos en algunos casos pueden
ocurrir enfermedades concurrentes de manera coincidente sin favorecer

necesariamente la infeccion por levaduras. (21)

Los procesos involucrados en la colonizacién y la infeccion incluyen la adherencia
de la levadura a las células del estrato corneo, secrecion de hidrolasas, incluyendo
lipasas, fosfolipasas, aspartil proteasas y esfingomielinasas acidas, asi como

respuestas inmunes innatas y adaptativas del huésped. (20)

La evidencia de respuestas de anticuerpos de inmunoglobulina E a la levadura en
perros basada en la reactividad de la prueba intradérmica inmediata, el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas, la inmunotransferencia (Western blot) y la
anafilaxia cutanea pasiva indican que la hipersensibilidad inmediata a los alérgenos
derivados de Malassezia puede ser importante en la patogenia de algunos perros.
una forma analoga a la informada en la forma de "cabeza-cuello" de la dermatitis

atopica en humanos. (23)

Algunos dermatélogos incluyen ahora alérgenos de Malassezia en cursos de
inmunoterapia especificos para alérgenos para perros atépicos, pero aun no se ha
establecido el beneficio terapéutico de este enfoque. Debido a que la dermatitis por
Malassezia puede existir en ausencia de hipersensibilidad inmediata a la levadura,
es improbable que la inmunoterapia sola reemplace la necesidad de terapia

antifangica en perros con altos recuentos de levadura en la piel lesional. (24)

La reactividad de la prueba intradérmica y de parches tardia se produce con mayor
frecuencia en perros basset con dermatitis por Malassezia, lo que indica que se
puede observar un espectro de reactividad cutanea frente a antigenos de M.
pachydermatis en perros con dermatitis por Malassezia. El abordaje terapéutico o
profilactico inmunomodulador puede tener que dirigirse a diferentes componentes

del sistema inmunitario de la piel. (20)
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4.5 Aspectos clinicos de Malassezia Pachydermatis

4.5.1 Signos clinicos

La otitis externa es la enfermedad del oido mas comun de los perros, siendo hasta
un 20% de la poblacion canina afectada por esta enfermedad. Se observan signos
clinicos, como exudados y frecuentemente eritema, edema, olor desagradable y
prurito. Los microorganismos que pertenecen a la microbiota del area auricular
pueden volverse patdégenos cuando las condiciones ambientales y / o primarias

determinan una expresion mas rapida de sus factores de virulencia. (5)

La dermatitis por Malassezia canina se caracteriza clinicamente por lesiones
eritematosas y seborreicas, especialmente en los pliegues de la piel y los pliegues
de los dedos. (20)

En los casos crénicos, la alopecia trauméatica se acompafia de hiperpigmentacion,
liquenificacion y mal olor prominente. Si bien las lesiones cutaneas pueden estar
confinadas en un area, generalmente se afectan varias regiones, especialmente las
extremidades, el ventriculo, las orejas y la cara. Los perros con otitis externa
muestran canales auditivos externos eritematosos y acompafiados de una descarga
ceruminosa de color amarillo o marrén. La estenosis es comun en los casos cronicos
y puede haber infeccion bacteriana concurrente o progresion a otitis media (21). La
proliferacion de este hongo estéa asociada con trastornos en el sistema inmunitario
local o sistémico. Aunque esta especie no es una amenaza para la vida del animal,

puede causar prurito cuando se vuelve patdgeno. (25)

Ademas de las lesiones cutaneas y otitis externa, Malassezia spp. también se ha
asociado como posible factor agravante en la fisiopatologia de las Ulceras corneales
(26). La queratitis fungica se reporta con poca frecuencia en el perro y puede
representar un reto diagnostico y terapéutico en esta especie. La apariencia clinica
de la queratitis fungica canina es altamente variable entre los casos y las lesiones
corneales pueden ser ulcerativas o de naturaleza no ulcerativa. La infeccion fangica

de la cornea canina puede estar asociada con una morbilidad ocular sustancial y
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resultar en pérdida de vision o pérdida de globo (27). En varios trabajos se ha
reportado la presencia de esta levadura en el saco conjuntival tanto en perros sanos
como en aquellos con Ulceras corneales (26).

4.5.2 Diagnostico clinico y de laboratorio

Debe sospecharse dermatitis por Malassezia en perros con enfermedades
inflamatorias de la piel caracterizadas por eritema y/o seborrea, especialmente
cuando las lesiones involucran areas intertriginosas, y puede complicar los signos
clinicos en la dermatitis atopica y en la reaccién adversa a los alimentos, dos

padecimientos que hay que incluir en el diagndstico diferencial. (20)

El diagnostico se basa en signos clinicos y la evidencia de cantidades elevadas de
la levadura en piel lesionada. Para ello, se utilizan técnicas como la de la cita
adhesiva transparente, la cual es conveniente y confiable: se presiona cinta
adhesiva transparente en la superficie de la piel, recogiendo asi las células del
estrato corneo y cualquier microbio superficial para finalmente tefiir la muestra con

Wright o azul de lactofenol (22).

Debido a que una pequefa poblacién de la levadura podria crear enfermedades en
animales sensibilizados, y en vista de las variaciones en el tamafio de la poblacion
entre diferentes razas y sitios anatomicos, la terapia debe administrarse siempre
qgue la levadura se identifique en muestras citoldégicas obtenidas de lesiones
compatibles (20) . Puesto que la levadura forma parte de la microbiota, se considera
una muestra positiva cuando se hace un conteo igual o mayor a 10 levaduras por

campo, al observarse al microscopio en un aumento 40x.

El muestreo citolégico de rutina de la piel en la clinica veterinaria se logra mejor
mediante el examen microscopico de luz (objetivos de 40x 0 100x) de tiras de cinta
tape o raspados secos tefidos con la tincion de Wright Giemsa modificada ("Diff-
Quik" o equivalentes genéricos). La citologia con hisopos normalmente se restringe

mejor al uso en el canal auditivo. Factores tales como variaciones importantes en el

Pagina | 16



sitio anatémico, la raza, el método de muestreo y el estado inmunitario del huésped
comunmente frustran la interpretacion de la importancia clinica de una enfermedad
observada. (12) . Asimismo, los cultivos de rutina proporcionan principalmente datos

cualitativos sobre la presencia/ausencia de levadura (12).

Las placas de agar permiten el cultivo cuantitativo conveniente, rapido y econémico
de M. pachydermatis de piel canina y felina; son adecuados tanto para fines de
diagnéstico como de investigacion. Las placas de tamafio Optimo para gatos y
perros (normalmente de 18 a 27 mm de diametro segun el sitio de muestreo) que
contengan el medio adecuado (agar de Dixon modificado o agar dextrosa
Sabouraund) no estan disponibles comercialmente, pero se fabrican facilmente a
medida en laboratorios de micologia que estan acostumbrados a preparar sus

propios medios (13).

4.5.3 Tratamiento

El tratamiento de las infecciones por Malassezia pachydermatis generalmente se
basa en la aplicacion topica o la administracion sistémica de derivados de azol, que
se ha informado que muestran una actividad satisfactoria contra los aislados clinicos
in vitro. (28)

La dermatitis y otitis por Malassezia canina responden a una variedad de
medicamentos antimicoticos, incluidos los derivados azélicos, la nistatina y la
terbinafina (29). La dermatitis canina por Malassezia se trata con frecuencia con
ketoconazol sistémico (KTZ) e itraconazol (ITZ). Sin embargo, se dispone de poca
informacion sobre la susceptibilidad antifingica a los azoles y la alilamina de los

aislados de Malassezia pachydermatis de perros con o sin lesiones cutaneas (25).

Los derivados de azoles se han usado ampliamente para tratar las lesiones
asociadas a M. pachydermatis, y han demostrado ser eficaces contra estas
condiciones clinicas. Sin embargo, los ensayos in vitro han mostrado una

susceptibilidad reducida de esta levadura a estos agentes antifungicos (7) (19).
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Ademas de los derivados de azoles, las opciones de tratamiento para la infeccion
por M. pachydermatis incluyen clorhexidina y sulfuro de selenio. En la mayoria de
los casos de enfermedades del oido causadas por M. pachydermatis, el tratamiento
topico es eficaz, y el tratamiento oral solo se recomienda después de una
recurrencia. Estudios recientes han demostrado la sensibilidad del género
Malassezia a los azoles, sin embargo, la presencia de cepas resistentes se ha

reportado previamente. (30)

Como en muchas infecciones fungicas, las infecciones graves producidas por esta
levadura requieren tratamientos prolongados y / o dosis altas de agentes
antifangicos. (25)

Cuando los factores predisponentes no pueden ser controlados, es deseable un
tratamiento topico regular o una terapia oral. Aunque los mecanismos de resistencia
no se han caracterizado, los aislamientos de M. pachydermatis obtenidos de
animales con enfermedad son menos sensibles a algunos agentes antifingicos que
las levaduras aisladas de animales sin enfermedad. La cuestidn clinica es: si la
exposicién secuencial o la administracion escalonada de azoles darian como

resultado una mayor probabilidad de fracaso posterior de los farmacos in vitro. (28)

El concepto de que el fracaso clinico esta relacionado con el aumento de las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) es discutible, porque se encuentran
concentraciones significativamente mas altas en los productos formulados. Una
hipétesis intrigante es el impacto de la presion selectiva en los antifangicos usados
contra M. pachydermatis, donde hay una relacion directa entre la frecuencia de uso
de un antimicrobiano y la posibilidad de que surja una cepa resistente a dicho

farmaco. (31)
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4.6 Generalidades de los antifungicos

4.6.1 Derivados azdlicos

Son antimicéticos sintéticos de amplio espectro y tienen propiedades
farmacoldgicas muy variadas; pueden tener actividad fungicida o fungistatica, la que
es dosis dependiente. Algunos presentan actividad antibacteriana contra
grampositivos, algunos gramnegativos Yy anaerobios, asi como accién
antiparasitaria contra protozoarios y helmintos, por ejemplo, metronidazol y
mebendazol, respectivamente; algunos otros son inmunopotenciadores, como el
levamisol. Sin embargo, la atencidén aqui se centra en aquellos que actian contra

hongos filamentosos y levaduras (32).

Son la clase de antifingicos mas utilizada en uso clinico debido a su impresionante
perfil de seguridad y disponibilidad en formulaciones tanto orales como

intravenosas. Los azoles orales son mas accesibles en recursos limitados (33).

Los derivados azdlicos se dividen en dos tipos, determinados por el nimero de
nitrégenos en el anillo azélico de la molécula: los imidazoles con 2 nitrégenos

(ketoconazol) y los triazoles con 3 nitrégenos (itraconazol y fluconazol) (32).

La mayoria de los antifungicos imidazoles estan formulados para uso topico, como
consecuencia de problemas de toxicidad o biodisponibilidad que limitan su potencial
como agentes sistémicos (33) con excepcidn del miconazol, que se ha utilizado por
via intravenosa, y el ketoconazol. Ambos son los Unicos que actualmente cuentan

con presentacion oral (32).

Los Unicos agentes autorizados para el tratamiento de la enfermedad fangica
invasiva son los triazoles (33). Los triazdlicos son el grupo de segunda generacion,
dentro del cual se encuentran los antifingicos de mas reciente creacion. Son
también de amplio espectro, menor toxicidad y mayor absorcion que los
imidazalicos, y se utilizan sobre todo en forma oral y parenteral. Este grupo incluye

al itraconazol, isavuconazol, fluconazol, voriconazol y Posaconazol. (32)
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El mecanismo de accion de ambos grupos es similar. Basicamente son
fungistaticos, y so6lo en concentraciones elevadas y frente a ciertos hongos,
especialmente levaduras, son fungicidas. Son farmacos lipofilicos que acttuan en la
sintesis del ergosterol, en especifico en la enzima 14-a-esteroldesmetilasa, la cual
es dependiente del citocromo P-450-oxidasa. Al alterar esta ruta metabdlica, se
genera un aumento de lanosterol y disminucion del ergosterol, lo cual ocasiona una
membrana celular fungica defectuosa que altera el intercambio celular, en particular,
del conjunto de enzimas de ATPasa sodio/potasio y otros iones. Tienen accion
directa sobre algunas enzimas mitocondriales, en particular, citocromo-oxidasa,
catalasa y peroxidasa; esto genera acumulacion de peroxido de hidrégeno, lo que

ocasiona dafio intracelular. (34)

4.6.1.1 Imidazoélicos

Se caracterizan por su amplio espectro de actividad y potencia frente a los hongos
patégenos. Actualmente suelen ser el tratamiento de eleccién para casi todas las
micosis superficiales; existen mdltiples presentaciones (topica, oral, parenteral)
(35).

4.6.1.1.1 Ketoconazol

Fue el primer imidazol oral y de amplio espectro. Su mecanismo de accidén es
fungistético y fungicida a concentraciones altas. En la membrana celular, su
mecanismo de accion es igual al de todos los imidazdlicos (34) mediante la
inhibiciébn de la lanosterol 14-a-desmetilasa, que participa en la sintesis de

ergosterol, un componente esencial de las membranas celulares de los hongos (36).

Su espectro e indicaciones abarcan, dermatofitos, Candida spp., Malassezia spp.
También tiene accion sobre una serie de hongos dimorfos y causantes de micosis
profundas, como Paracoccidioides brasiliensis, Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, C. posadasii, Histoplasma capsulatum, Aspergillus spp. y

Cryptococcus neoformans. Ejerce accion antiparasitaria contra Leishmania tropica,
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Plasmodium falciparum y Tripanosoma spp. Sus principales indicaciones son tifia
de los pies, ingle y cuerpo, asi como candidosis cutédnea, vaginal y pitiriasis
versicolor. (37). Pese a ser activo frente a los agentes etiolégicos ya mencionados,
el ketoconazol oral ha sido abandonado como tratamiento contra micosis profundas,
debido al riesgo de hepatotoxicidad en esquemas prolongados de tratamiento. El
ketoconazol, administrado por via oral, ha sido reemplazado por el itraconazol,
excepto cuando el menor costo del ketoconazol supera la ventaja del itraconazol.
(34)

La absorcidén de ketoconazol mejora cuando se administra con alimentos, pero se
inhibe con el uso concomitante de antiacidos. El ketoconazol se une en gran medida
a las proteinas y se metaboliza ampliamente en el higado. Sin embargo, la
disfuncion hepatica moderada no altera los niveles sanguineos de ketoconazol. Los
productos inactivos se excretan por la bilis y, en menor medida, por la orina. Debido
a la escasa penetracion en el SNC, es ineficaz para el tratamiento de la

criptococosis meningea y la aspergilosis. (36)

El uso de ketoconazol ha sido reemplazado en gran medida por itraconazol para el
tratamiento de muchas micosis, debido a la mayor toxicidad y eficacia reducida de
ketoconazol en comparacion con antifangicos triazélicos. Debido a su bajo costo, el
ketoconazol sigue utilizandose en medicina veterinaria cuando el costo de otros
medicamentos antimicéticos es prohibitivo para el cliente, y sigue siendo eficaz para
el tratamiento de la dermatitis por Malassezia y la criptococosis cutanea y nasal
felina. (37)

4.6.1.2 Triazodlicos

Los derivados triazolicos tienen un mecanismo de accion similar al de los
imidazdlicos, es decir, actian interrumpiendo la sintesis del ergosterol, principal
componente lipidico de la membrana celular fungica. El paso bioquimico especifico
es igual que en todos los azoles: la inhibicion de la coenzima 14-a-esterol-

desmetilasa dependiente de la enzima citocromo P-450-oxidasa. La consecuencia
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directa es la acumulacion de 14-a-metilesteroles (lanoserol) sobre la superficie
celular, lo que genera una membrana defectuosa que pierde la capacidad de
permeabilidad, en particular en el intercambio i6nico (bomba de sodio/potasio).(35)
En la mitocondria también tienen accion sobre algunas enzimas: NADH-oxidasa,
peroxidasa y catalasa, lo que genera un aumento de radicales libres, como peroxido
de hidrégeno, con consecuencias intracelulares importantes; todo ello resulta en la
detencién del crecimiento fungico. Basicamente se considera a los triazélicos como
fungistaticos, y en ciertos hongos (Candida spp.), a altas concentraciones, se
comportan como fungicidas. La mayoria de los derivados son de uso sistémico:
fluconazol, itraconazol, posaconazol, pramiconazol y voriconazol, mientras que el
terconazol es el Unico de uso topico. Los triazoles se clasifican en primera
generacion: itraconazol y fluconazol; y en segunda generaciéon: voriconazol,
posaconazol, ravuconazol, fosravuconazol y albaconazol. Existen nuevas

moléculas con presentacién tépica, entre ellas el efinaconazol. (34)

4.6.1.2.1 Fluconazol

El fluconazol es el farmaco antifingico azol menos activo y tiene el espectro mas
estrecho. Es un farmaco fungistatico cuyo mecanismo de accién es igual al de todos
los triazélicos. El fluconazol muestra un alto grado de solubilidad en agua y buena
penetracion en el liquido cefalorraquideo. A diferencia del ketoconazol y el
itraconazol, su biodisponibilidad oral es alta. Las interacciones medicamentosas
también son menos frecuentes, porque de todos los azoles, el fluconazol tiene el
menor efecto en las enzimas microsomales hepaticas. Debido a la menor
interaccién de la enzima hepatica y la mejor tolerancia gastrointestinal, el fluconazol
tiene el indice terapéutico mas amplio de los azoles, lo que permite una dosificacion
mas agresiva en una variedad de infecciones fungicas. El medicamento esta
disponible en formulaciones orales e intravenosas y se usa a una dosis de 100-800
mg/d. (32)
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Tiene actividad frente a las diversas especies de Candida y contra otras levaduras
como: Malassezia spp, Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii. Es activo
frente a los dermatofitos y a una serie de hongos dimorfos causantes de micosis
profundas, como: Paracoccidioides brasiliensis, Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, C. posadasii e Histoplasma capsulatum. Se ha reportado
resistencia con ciertas especies de Candida, como C. krusei (intrinseca), C.
glabrata, C. dubliniensis y algunas cepas de C. albicans. Sus principales
indicaciones son candidosis cutanea, de mucosas y sistémica. Se ha reportado

resistencia a algunas cepas de C. neoformans . (37)

El fluconazol no es activo frente a Candida krusei, la resistencia en Candida glabrata
se debe a la salida de los azoles y si se usa fluconazol se recomienda la dosis mas
alta, el fluconazol no tiene actividad contra mohos, Blastomyces sp. o Histoplasma
spp., es un inhibidor del citocromo P450 y puede potenciar la actividad de muchos
farmacos de uso comun, por ejemplo, hipoglucemiantes orales y anticoagulantes,
debe administrarse con precaucion a pacientes con condiciones potencialmente

proarritmicas . (36)

El fluconazol esta disponible en tabletas, suspensién oral y solucion intravenosa. La
disponibilidad de fluconazol genérico ha reducido considerablemente su costo y ha

aumentado su uso en medicina veterinaria. (37)

4.6.1.2.2 ltraconazol

El itraconazol es uno de los azoles mas utilizados en veterinaria. El itraconazol es
un triazol que carece de la supresion de corticosteroides asociado con ketoconazol
mientras conserva la mayoria de las propiedades farmacoldgicas del ketoconazol y
extiende el espectro antimicotico. Es importante destacar que, contrario a los
imidazoles, el itraconazol tiene actividad contra Aspergillus spp. El itraconazol ha
sido reemplazado por otros triazoles en el tratamiento de infecciones por hongos
invasivos, pero contindia siendo un importante agente profilactico en la prevencion
de infecciones por hongos en algunos pacientes (p. €j., pacientes con leucemia viral
felina). (35)
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La solucion de itraconazol es efectiva y esta aprobada para su uso en la candidiasis
orofaringea y esofagica. Debido a que la solucién tiene mas efectos secundarios Gl
que las tabletas de fluconazol, la solucién de itraconazol generalmente se reserva

para pacientes que no responden al fluconazol. (36)

Al igual que el ketoconazol, el itraconazol se metaboliza en el higado e inhibe el
metabolismo de otros farmacos dependientes de P450 (por ejemplo, cisaprida,
diazepam, ciclosporina). Es el Unico triazol que se convierte en un metabolito activo,
hidroxilitraconazol. El itraconazol se une en gran medida (99 %) a las proteinas
plasmaticas y no aparece en la orina, el liquido cefalorraquideo (LCR) o los tejidos
oculares, aunque la penetracion del LCR y los ojos puede ocurrir en presencia de
inflamacion. El itraconazol se acumula en la piel y las ufias y es el farmaco de

eleccion para el tratamiento de la dermatofitosis en gatos. (37)

Su espectro de accidon se enfoca de manera particular frente a los dermatofitos, asi
como a diversas especies de Candida. Tiene accion sobre otros hongos
levaduriformes, como Malassezia spp., Cryptococcus neoformans y C. gattii. Es
activo contra algunos hongos dimorfos, bifasicos y patégenos oportunistas, como:
Fonsecaea pedrosoi, y otros hongos dematiaceos; Paracoccidioides brasiliensis,
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis C. posadasii, Histoplasma
capsulatum, Aspergillus spp. y pocos Mucorales (Saksenaea vasiformis). (34)

La absorcion de itraconazol puede verse disminuida con la administracion
concomitante de antiacidos o con la secrecién de acido gastrico. El itraconazol
requiere un pH bajo para su absorcion. Las capsulas deben administrarse con una
comida completa; la solucién oral debe administrarse sin alimentos. (36)

4.6.2 Alilaminas

Estos compuestos sintéticos tienen una estructura quimica similar al anillo de
naftaleno que esta sustituido en la posicion 1 con una cadena alifatica. Tanto las
alilaminas como los tiocarbamatos funcionan como inhibidores no competitivos de
la escualeno epoxidasa, una enzima involucrada en la conversion de escualeno en
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lanosterol, que es un paso esencial en la sintesis de la membrana celular fungica.
La muerte celular depende de la acumulacion de escualeno en lugar de deficiencia
de ergosterol, ya que los altos niveles de escualeno aumentan la permeabilidad de

la membrana, lo que conduce a la interrupcion de la organizacién celular. (38)

4.6.2.1 Terbinafina

Su mecanismo de accién es mediante la Inhibicion de la escualeno epoxidasa,
blogueando la biosintesis de ergosterol y lanosterol (36) conduciendo a la

acumulacion de escualeno toxico, con la lisis de células fangicas resultante. (37)

La terbinafina esta disponible en formulacion oral y se utiliza en una dosis de 250
mg/d. Se usa en el tratamiento de dermatofitosis, sobre todo onicomicosis. Al igual
que la griseofulvina, la terbinafina es una medicacion queratofilica, pero a diferencia
de la griseofulvina, es fungicida. Los efectos adversos son infrecuentes y consisten
principalmente en malestar gastrointestinal y cefalea, pero se ha reportado
hepatoxicidad grave. La terbinafina no parece afectar el sistema P450 y no ha
demostrado interacciones farmacolégicas significativas hasta la fecha. (32)

Es mas eficaz para el tratamiento de la dermatofitosis. También se ha utilizado para
tratar la dermatitis por Malassezia spp en perros. No se ha investigado bien la

eficacia de la terbinafina para el tratamiento de infecciones flngicas invasivas. (37)

No se han informado datos cientificos sobre las concentraciones tisulares en perros
y la eficacia observada en perros es variable. Aunque se ha informado
farmacocinética de TBF en perros, los estudios se han limitado a mediciones de
administracion de dosis Unica en plasma. Después de la administracion oral, TBF
persiste y se concentra en el sebo humano (45 veces), estrato corneo (10 veces) vy,
en menor medida, pelo (2-4 veces), también en pelo felino, o que lo convierte en

una opcion potencialmente excelente para las infecciones fungicas cutaneas. (39)
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La terbinafina puede ser sinérgica cuando se administra con otros farmacos
antimicoticos, lo que puede proporcionar una mayor eficacia para el tratamiento de
micosis refractarias (32)

La terbinafina esté disponible como una preparacién genérica de bajo costo y su
uso estd aumentando en veterinaria debido a su disponibilidad y aparente seguridad
en comparacion con los medicamentos tradicionales azolicos. (40). Se elimina en la
orina (23) y se ha reportado resistencia en dermatofitos como resultado de la

alteracion de la epoxidasa de escualeno. (37)

Se presume que es eficaz usada contra M. pachydermatis en perros. Las CIM se
logran y mantienen en el suero canino y los tejidos de la piel cuando el farmaco se

dosifica a 30 mg/kg por via oral (p.0.) una vez al dia. (39)

4.7 Generalidades de la resistencia a antifungicos

Para explicar la resistencia en los hongos, se ha planteado la hipétesis de multiples
mecanismos que pueden actuar o no de manera simultanea. A diferencia de las
bacterias que muestran un mecanismo mediado por plasmidos o transposones para
la resistencia a los antibioticos, los hongos no poseen tal herramienta. Por ejemplo,
la resistencia a los polienos la adquieren los hongos que poseen membranas de
ergosterol. La actividad fungicida frente a los polienos disminuye con la exposicién
prolongada (38).

Por otro lado, para los azoles exhiben multiples mecanismos para el desarrollo de
resistencia tanto primaria como adquirida, incluyendo mutaciones en el gen que
codifica la lanosterol 14a demetilasa [ERG11]. Esto hace que la actividad catalitica
de los hongos esté libre de la actividad blogueadora del azol y la amplificacion de
ERG11, para interferir con la capacidad inhibidora de los farmacos azoles. Un
mecanismo alternativo de resistencia que se ha propuesto en varios trabajos es la
desrepresion o sobreexpresion de genes que codifican enzimas implicadas en la
biosintesis del colesterol (como la 14--desmetilasa, principal diana de los azoles y
gue codifica el gen ERG11). Algunas especies de hongos tienen bombas de eflujo
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amplificadas o inducidas para eliminar los azoles de la célula fungica, lo que reduce
aln mas su eficacia. (41)

En los ultimos afos, con el uso creciente de equinocandinas, se ha producido un
aumento en la resistencia a los medicamentos, particularmente en las levaduras. Se
sugiere que el desarrollo de mutaciones en FKS1 que codifica la enzima 1,3-3-d
glucano que ayuda en la formacién de la pared celular fungica es responsable de la

resistencia. (38)

Los tratamientos en condiciones clinicas en donde se encuentra involucrada
Malassezia incluyen su combinacién con otros antimicrobianos y antiinflamatorios.
Sin embargo, existe la preocupacion de que algunos casos no respondan a la
terapia especifica con azoles. Se ha reportado resistencia in vitro para ketoconazol
e itraconazol, anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol, clotrimazol y

miconazol. (42)

Alilaminas Grisefulvina Orotomida Polienos
Bloquean la formacién de ergosterol en la Bloquea los microtabulos Bloquea sintesis de Se unen a las membranas
membrana celular por inhibiciéon de la enzima intracelulares pirimidina celulares y las rompen

escualeno - epoxidasa
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Figura 4. Mecanismo de accion de los antimicéticos (tomado de Bonifaz 2015)
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4.7.1 Produccion de Biopelicula

Una biopelicula o biofilm se define como una masa diferenciada de una comunidad
de microorganismos estrechamente unida (por lo tanto, dificilmente removible) de
una superficie bidtica o abidtica. El desarrollo de un biofilm permite la multiplicaciéon
de los microorganismos y su proteccién del sistema inmunitario del huésped. La
capacidad de los microorganismos para formar biopeliculas se considera un factor
predisponente para la sepsis en recién nacidos en unidades de cuidados intensivos

neonatales. (6)

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos diferenciados, formados por
un solo agente microbiano o por una mezcla de especies fungicas y / o bacterianas,
gue se adhieren a una superficie bibtica o abidtica y son dificiles de eliminar. Esta
estructura contribuye a la resistencia fisica y quimica innata de los microorganismos
y es responsable de la degradacion cooperativa de nutrientes complejos y la
regulacion comunitaria de la expresion génica. De hecho, la formacién de
biopeliculas juega un papel importante en la resistencia a los agentes
antimicrobianos, con células sésiles hasta 2000 veces mas resistentes que las
células plancténicas. Ademas, la formacién de biopeliculas contribuye al estado
cronico de muchas enfermedades causadas por microorganismos, lo que resulta en

sintomas recurrentes incluso después del tratamiento. (8)

La capacidad de formar biopelicula se ha confirmado en muchos géneros de
levaduras, como Candida, Trichosporon, Cryptococcus, Blastoschizomyces,
Saccharomyces y Malassezia. Por ejemplo, las biopeliculas de Candida albicans
son resistentes a muchos agentes antifungicos, incluidos fluconazol, itraconazol,

ketoconazol y anfotericina B. (43)

La formacién de biopeliculas de Malassezia pachydermatis se ha estudiado in vitro
y Su estructura consiste en grupos de blastoconidios, organizados en monocapas o
multicapas con produccion variable de matrices extracelulares. Aunque la
produccion de biopeliculas no esta asociada con la cepa de origen (p. Ej., De piel

de perro lesionada o sana), se propone que actla en sinergia con la produccion de
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fosfolipasa, induciendo o exacerbando las lesiones cutaneas en perros. (8)
Actualmente, se han demostrado formaciones de biopeliculas en etapas cronicas
de infeccion en muchos modelos de infeccidon, como periodontitis, otitis media y
endocarditis. (18) (44).

Los principales genes que contribuyen a esta resistencia aumentada en el interior
de la biopelicula son aquellos que codifican proteinas transportadoras que expulsan
de manera activa diversos farmacos antifingicos; esta sobreexpresion de bombas
de expulsion activa se ha descrito en varios trabajos. El genoma de Candida tiene
familias de genes que codifican para proteinas transportadoras dependientes de
ATP conocidas como genes CDR y MDR60. (42)

Un trabajo reciente ha demostrado que estos genes estan sobreexpresados durante
las fases de formacion de una biopelicula. Estos transportadores tienen la
capacidad de unirse a un amplio numero de farmacos, incluso aunque no estén
estructuralmente relacionados. De hecho, en C. albicans, las bombas de expulsion
dependientes de CDR1, CDR2 y MDR1 se encargan principalmente de conseguir
un microambiente fisicoquimico adecuado y poco téxico para la supervivencia de la
levadura. De esta manera la sobreexpresion de estos genes, que originalmente
tenian el objetivo de detoxificar el entorno, impacta coincidentemente sobre la

sensibilidad antifingico. (44)

4.8 Mecanismos moleculares de resistencia a azoles

Existen cuatro mecanismos relacionados con la resistencia a azoles:
a) Activacion de bombas de eflujo

La presencia de bombas de eflujo asociadas a la membrana conduce a una
disminucion de la concentracion de farmaco en el sitio diana. En los hongos, se
describen dos clases principales de transportadores como involucrados en este
mecanismo de resistencia: la superfamilia del cassette de union al ATP (ABC) y la

superfamilia del facilitador principal (SFM). Estas proteinas de membrana
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translocan activamente compuestos a través de las membranas celulares utilizando

diferentes fuentes de energia. (45)

b) Mutacién de la enzima diana

Otro mecanismo de resistencia a los azoles implica mutaciones puntuales no
sindbnimas en el gen ERG11. El gen ERG11 codifica la diana principal de los
antifingicos azolicos, la enzima lanosterol-14-a-desmetilasa, la cual es responsable
del principal paso en la ruta biosintética del ergosterol (la eliminacion oxidativa del
grupo 14a-metilo del lanosterol y conversion en ergosterol, componente esencial de
la membrana celular de los hongos). Por lo tanto, las mutaciones en ERG11 originan
modificaciones en la secuencia de aminoacidos y, en consecuencia, cambios en la
estructura de la enzima diana lanosterol 14-a-desmetilasa, produciendo una

alteracion en el sitio de unién a los azoles. (46).

c) Desregulacion de la expresion de la enzima diana

La sobreexpresiéon de ERG11 da como resultado concentraciones aumentadas de
lanosterol 14a-desmetilasa y, en consecuencia, se requieren cantidades mayores
del antifingico para inhibir la enzima. En presencia de FLZ, C. albicans experimenta
un mecanismo de retroalimentacion en respuesta a la deplecion de ergosterol con
sobreexpresion del gen ERG11. Pero también, en ausencia de FLZ los aislados
resistentes expresan ERG11 a niveles mas altos en comparacién con los aislados
susceptibles expuestos al farmaco. Por lo tanto, este mecanismo se ha descrito para
muchos aislados resistentes a FLZ de C. albicans. La sobreexpresion de ERG11 ha
sido reportada para aislamientos de C. glabrata, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis y Candida krusei, pero la contribucién de este mecanismo a la resistencia

a los azoles en estas especies sigue siendo en gran parte desconocido. (47)
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d) Alteracion de la ruta de biosintesis del ergosterol

Un mecanismo de resistencia menos comun es la alteracion de otras enzimas de
la ruta biosintética de los esteroles, a parte de la lanosterol-14-a-desmetilasa, que
da como resultado la sustitucion del ergosterol por otros esteroles en la membrana
citoplasmatica. La exposicion a compuestos de azol da como resultado el
agotamiento del ergosterol de la membrana fungica y la acumulacion del producto

toxico 14a-metil-3,6-diol, el cual inhibe el crecimiento del hongo (46).

El mecanismo de resistencia que oponen los patdgenos fangicos consiste
principalmente en la inactivacion de la enzima esterol A5, 6-desaturasa (Erg3p),
codificada por ERG3, que cataliza de conversion del intermedio 14a-metilfecosterol
no toxico acumulado debido a la actividad azodlica, en el esterol téxico 14a-metil-
3,6-diol. De esta forma, las mutaciones de pérdida de funcion de ERG3 protegen a
las células del hongo del dafio producto toxico 14a-metil-3,6-diol, debido a la
acumulaciéon de 14a-metilfecosterol que sustituye al ergosterol y conduce a
membranas funcionales, negando la accion de los azoles en la ruta biosintética del

ergosterol. (45)

4.9 Mecanismos de resistencia de Malassezia

El fracaso del tratamiento se advierte comunmente en la practica clinica,
especialmente para la otitis, y no esta claro si el fracaso se debe a un manejo
incorrecto de las condiciones subyacentes al crecimiento excesivo de la levadura o
la resistencia antifungica de la levadura. Algunos estudios apoyan la ultima
posibilidad, informando, como ya se mencion6 anteriormente, resistencia aislada a
farmacos de uso comun, como tiabendazol, clotrimazol, miconazol e itraconazol.
(29)

A partir de los trabajos en Malassezia y otros patégenos, se ha propuesto que la
reduccion de la susceptibilidad a los azoles puede deberse a tres factores

principales: una reduccion de la afinidad debido a alteraciones en la enzima diana
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del farmaco; a una mayor expresion del gen diana (ERG11) que codifica esta
enzima, o a una mayor salida por sobreexpresion de genes que codifican proteinas
de transporte de membrana del transportador ABC (CDR1/CDR2) o MDR1 (48)

La induccién de CIM altas de fluconazol en 30 cepas de M. pachydermatis por
exposicién prolongada se asocié con CIM elevadas a otros azoles, lo que sugiere
gue la base molecular de estos efectos puede en algunos casos conferir resistencia

cruzada a esta clase de farmacos. (49)

Con respecto a la formacién de biopelicula, un estudio reporto un aumento en las
CIM de itraconazol y ketoconazol en nueve diluciones dobles (<0,03 a >16 Ig/mL)
luego de la formacion de biopeliculas en M. pachydermatis, ya sea solo o cuando

se cocultivd con Candida parapsilosis. (50)

Otro estudio también reporto que las concentraciones efectivas (EC50) de las CMI
de ketoconazol e itraconazol aumentaron entre 18 y 169 y entre 13 y 124 veces,
respectivamente, contra M. pachydermatis en biopeliculas en comparacion con las

formas plancténicas (es decir, las no formadoras de biopelicula). (51)

4.10 Pruebas de susceptibilidad in vitro

Las pruebas de susceptibilidad son fundamentales para la implementacién de una
estrategia de tratamiento que tenga la mayor posibilidad de ser exitosa, pudiendo
seleccionarse una terapéutica individualizada para cada cepa de acuerdo al perfil

gue presente en la prueba (12)

Todas las especies de Malassezia son lipofilas; por lo tanto, se requieren
modificaciones en los métodos de prueba de susceptibilidad para asegurar su
crecimiento. Se ha estudiado la susceptibilidad antifingica de las especies de
Malassezia utilizando métodos de diluciéon en agar y caldo. Actualmente, se estan

realizando pocas pruebas utilizando métodos de difusion de disco. (52)

El documento de referencia del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio, CLSI
M27-A3, describe una metodologia estandar para determinar la susceptibilidad in
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vitro de las especies de Candida y Cryptococcus neoformans. Sin embargo, este
método no se puede utilizar para determinar la susceptibilidad de las levaduras
lipéfilas como Malassezia spp, se requieren modificaciones en los métodos de
prueba de susceptibilidad para asegurar su crecimiento, como el uso de medio de
cultivo suplementado, diferentes tamafios de inéculo, temperatura y tiempo de
lectura. (53). Se ha estudiado la susceptibilidad antifungica de las especies de

Malassezia utilizando métodos alternativos de dilucion en caldo y agar. (52)

Las pruebas de susceptibilidad antimicética para M. pachydermatis deben ser
interpretado con precaucion, ya que los métodos de referencia todavia no estan
totalmente disponibles. (19)

4.10.1 Método de difusién en disco: Prueba de Kirby-Bawer

El instituto de estdndares clinicos y de laboratorio ha estandarizado un
procedimiento de difusion en disco para las especies de Candida (CLSI, documento
M44-A2). La precision de este método puede compararse con la de las
determinaciones de concentracion inhibitoria minima (CMI, Ig / ml) utilizando el
ensayo de referencia basado en dilucién en caldo para probar la susceptibilidad
antifangica de las levaduras (documento CLSI M27-A3). En comparacion con este
procedimiento de referencia, se ha demostrado que el método de difusion por disco

es mas facil de usar y practico. (54)

La mayoria de los estudios sobre la susceptibilidad antifungica de M. pachydermatis
se han basado en procedimientos de dilucién en caldo. Estos estudios aun no han
permitido establecer un procedimiento de referencia, pero al menos permitieron
definir parametros técnicos que pueden ser adecuados para este tipo de ensayo.
Por otro lado, el valor de los procedimientos de difusion en agar se ha investigado
de manera menos exhaustiva, con una minoria de estudios que emplean dicha
metodologia. Ademas, no hay aun suficientes estudios que demuestren si las zonas
de inhibicion se correlacionan con los valores de MIC como se ha hecho con

Candida spp y otras especies de levadura. (29)
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El ensayo de referencia CLSI (documento M44-A2) utiliza agar Mueller-Hinton (MH)
suplementado con un 2 % de glucosa (G) y azul de metileno (MA), ya que produce
bordes de zona de inhibicidn claros y menos crecimiento intrazonal, lo que permite
una facil interpretacion de la inhibicion. didmetros de zona. En una publicacion
reciente, el agar MH-GM se usO por primera vez también para probar M.
pachydermatis, en particular frente a ketoconazol, itraconazol, nistatina, terbinafina

y 5-fluorocitosina (54).

Protocolos E test modificados y difusion de disco convencional (CLSI M44-A)
también se han utilizado para determinar la susceptibilidad in vitro de M.
pachydermatis. Las pruebas de este tipo son mas adecuadas para el diagnostico de

rutina mas que los métodos de dilucion en caldo. (12)

4.10.2 Métodos para determinar la concentracion minima inhibitoria (Métodos de
microdilucién de caldo de referencia del Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio)

4.10.2.1 CLSI M27-A2

Hoy en dia, el método CLSI M27-A2 establecido por el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (NCCLS, 2002) representa la técnica estandar de oro para
evaluar la susceptibilidad de las levaduras a los compuestos antifingicos. A pesar
de que, hasta la fecha, este método solo se ha estandarizado para las especies de

Candida y Cryptococcus neoformans. (25)

4.10.2.2 CLSI M27-A3

En 2008, el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio publicé el documento
mas reciente (CLSI M27-A3) en su serie de referencias normas de referencia para
las pruebas de susceptibilidad de levaduras. Sin embargo, estos se centraron en
patdgenos humanos invasivos como Candida y Cryptococcus spp. pero M.
pachydermatis no muestra un crecimiento suficiente en el estandar medio RPMI

1640 definido (y sin lipidos) para permitir su uso del método de referencia para esta
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especie. En ausencia de métodos estandar apropiados como para M.
pachydermatis el protocolo CLSI M27-A2 y A3 han sido adaptadas por varias
modificaciones del proceso. (55)

4.3 Puntos de corte: clinicos versus epidemiologicos

EUCAST define un punto de corte como “valores especificos de parametros tales
como concentraciones inhibitorias minimas (MIC) o diametros de zona de inhibicién
sobre la base de los cuales los microbios pueden asignarse a las categorias clinicas
“susceptibles (sensibles)”, “intermedios” y “resistentes”. (56)

Existe margen para la confusion en torno al uso del término punto de interrupcion.
Los “puntos de corte clinicos” le indican al médico la probabilidad de éxito
terapéutico al usar un antimicrobiano en particular contra un agente infeccioso. Los
“valores de corte epidemiolégicos” (ECOFF) (puntos de corte epidemiolégicos o
microbiolégicos sinbnimos) representan el valor MIC aceptable mas alto de las
poblaciones microbianas de tipo salvaje sin un mecanismo de resistencia detectable
fenotipicamente adquirido; es importante tener en cuenta que esto podria no ser
clinicamente relevante si la MIC todavia esta por debajo de lo que se puede lograr
con el farmaco en cualquier sitio de infeccion determinado. Desafortunadamente,
los puntos de corte interpretativos para las pruebas de susceptibilidad a los
antimicéticos de las especies de Malassezia aun no estan disponibles; por lo tanto,
cualquier clasificacion de aislamientos en categorias susceptibles, intermedias y
resistentes sigue siendo especulativa. Esto puede ser especialmente desafiante en
el contexto de la terapia tépica donde a menudo se logran altas concentraciones
locales. (12)

La revision de la literatura existente sobre las pruebas de susceptibilidad de M.
pachydermatis sugiere que, en algunos casos, el uso previo del término "resistente”
se consideraria mejor como un ECOFF en lugar de un punto de corte clinico, aunque

se requieren mas estudios para confirmar esta hipoétesis. (56)
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de salud publica a nivel
mundial. Cada afio la prevalencia de microorganismo resistentes a los farmacos que
se utilizan para combatirlos, va en aumento a un ritmo alarmante. Las cepas
resistentes a antifingicos no se reportan con tanta frecuencia como ocurre con la
resistencia bacteriana, pero es igual de importante, recordando que algunas
infecciones fungicas son de las enfermedades infecciosas con mayor propagacion.
Sin embargo, no hay suficientes reportes de pruebas de susceptibilidad como para
tener un panorama completo que permita comprender el alcance de este problema,
por lo que es indispensable contribuir a este conocimiento, para asi, trazar

estrategias efectivas en el marco de detener el crecimiento de la resistencia.

Pagina | 36



VI.  JUSTIFICACION

A pesar de que Malassezia es un microorganismo comensal en el perro y el gato, la
prevalencia de casos de otitis por este hongo es alta. La eleccion de una terapéutica
efectiva se ve afectada por la aparicion cada vez mas frecuente de cepas resistentes
a antifungicos, lo que tiene como consecuencia en la mayor parte de los casos, la
falla en el tratamiento. Ademas, existe la posibilidad de que cepas resistentes en
pacientes sanos puedan transmitirse a otros pacientes animales y humanos. Por lo
anterior, es necesario conocer los niveles de resistencia en cepas de Malassezia de
pacientes caninos, para asi poder desarrollar estrategias adecuadas para reducir

dicha resistencia.
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VIl.  OBJETIVOS GENERALES

Determinar la susceptibilidad in vitro de cepas de M. pachydermatis a cuatro

antifingicos: Fluconazol, Ketoconazol, Itraconazol y Terbinafina.

7.10bjetivos especificos

1) Aislamiento e identificacion de cepas de Malassezia a partir de muestras de

pacientes consultados caninos y felinos

2) Identificar el perfil de susceptibilidad in vitro a 4 antifingicos por el método de

difusion en disco.
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VIIl. HIPOTESIS

Existen cepas resistentes a antifingicos de Malassezia pachydermatis en pacientes

caninos y felinos con o sin signos clinicos de otitis.
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IX.  MATERIAL Y METODOS

9.1 Aislamiento e identificacion de cepas de Malassezia a partir de muestras
de pacientes hospitalizados caninos y felinos

9.1.1 Criterios de inclusion

Pacientes felinos o caninos de cualquier edad, raza y sexo sin tratamiento

antifingico en curso o reciente.

9.1.2 Criterios de exclusion

Pacientes felinos o caninos con tratamiento fangico en curso o reciente.

9.1.3 Toma de muestras

Las muestras se tomaron con ayuda de un hisopo estéril para cada paciente, se
introducia en el pabellén auricular girdndolo y extrayendo cerumen, guardando el
hisopo en su envoltura y acudiendo de inmediato al laboratorio de microbiologia a

proceder a sembrar la muestra del hisopo en placas de dextrosa sabouraud.

9.1.4 Siembra de muestras

Se realiz6 la siembra de cada muestra en placa de dextrosa Sabouraud
suplementado con enrofloxacina al 5% para evitar la contaminacioén de las placas,
las placas se incubaron a una temperatura de 32° esperando el crecimiento en un

periodo aproximadamente de 48 a 72 horas.

9.1.5 Identificacion de cepas por morfologia macroscépica y microscopico.

Se realiz6 la identificacion del crecimiento de Malassezia pachydermatis en cada

placa realizando tincién de azul de lactofenol y observando al microscopio 40x.
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9.1.6 Resembrado de muestras

Se realizd el resembrado de cada placa positiva a Malassezia pachydermatis en
placas de dextrosa Sabouraud, las cuales se incubaron por 48 hrs a una

temperatura de 32° C

9.2 Prueba de susceptibilidad in vitro

Para la prueba de susceptibilidad in vitro se utilizé el método de difusién en disco,
de acuerdo con los lineamientos del CLSI M44-A2. Para cada cepa se procedio a
preparar un inoculo que fue homogenizado con el estandar 0.5 de Mcfarland
equivalente a 1.5 x 108 células/mL, con este in6culo se procedié a sembrar por
duplicado placas de agar Muller Hinton adicionadas con glucosa y azul de metileno.
Los discos antifungicos se realizaron utilizando papel filtro cortdndolos en pequefios
circulos marcéandolos con la inicial del antifungico que se le aplicaria procediendo a
esterilizarlos en autoclave y posteriormente aplicando a cada disco los pl de
antifungico correspondiente con ayuda de micropipeta se dejaron secar y se
esterilizaron nuevamente en la autoclave dentro de cajas Petri de vidrio. Los discos
con los antifungicos se utilizaron en las siguientes concentraciones: Ketoconazol 15
ug, Fluconazol 25 ug, Terbinafina 1 g e Itraconazol 10 pg. Los discos antifingicos
preparados se colocaron en 4 puntos distribuidos de las placas de Mduller Hinton
posterior a realizar la siembra de la cepa de Malassezia pachydermatis. Una vez
colocados los discos, se colocaron en incubacion las placas a 32° C por 48 horas
para posteriormente medir los halos de inhibicion. Se midié el halo de inhibicién,
anotandose el valor correspondiente y clasificando a las cepas de acuerdo a dicho
valor en sensibles (S), intermedias (I) y resistentes (R), de acuerdo a los puntos de
corte del CLSI Método de Difusion en Disco M44-A2 (2019).
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X. RESULTADOS

10.1 Aislamiento eidentificacién de cepas de Malassezia a partir de muestras
de pacientes consultados caninos y felinos

Se realiz6 un muestreo total de 80 pacientes, 70 caninos y 10 felinos con y sin
lesiones de otitis, encontrando 18 muestras positivas (15 Caninos y 3 Felinos) a
Malassezia pachydernatis mediante observacién de morfologia macroscépica y

microscopica logrando aislar estas mismas en placas de dextrosa Sabouraud.

Figura 5. Morfologia macroscopica de Malassezia pachydermatis. Cepa M21
creciendo en agar dextrosa sabouraund
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Figura 6. Morfologia microscopica de Malassezia pachydermatis 40x. Cepa M79,
tincion azul de lactofenol

."-‘ .

Figura 7. Morfologia microscopica de Malassezia pachydermatis 100x. Cepa M75,
tincion de Gram
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Cuadro 1. Caracteristicas de las cepas aisladas de malassezia pachydermatis en
este estudio.

" Edad

Nombre | Especie Raza Sexo

1IM-4  |Galleta Canideo [Cocker Spaniel Hembra 7AR0s
2|M-21 |Paris Canideo [Bull Terrier Ingles Macho 2 Afios
3|M-22 |Ricky Canideo |Akita Macho 1Afos
4|M-26 |Pia Canideo |Pastor Belga Hembra .8 Afios
5|M-34 |Pig Canideo |Pit Bull Macho 1Afo
6|M-42 |Almendra |Canideo [Daschound Hembra 3 Afios
7|M-46 |Luis Canideo [Pastor Aleman Macho 3 Afios
8|M-54 |Anubis Felino Domestico Mexicano Hembra 2 Afios
9|M-58 |Zeus Felino Domestico Mexicano Macho 4 Afos
10{M-61 |Jupiter Felino  |Domestico Mexicano Macho 5Af0s
11{M-63 [Manzana |Canideo |Mestiza Hembra 6 Afios
12|M-65 |Maca Canideo |Daschound Hembra .5 Afios
13|M-66 |Aranea Canideo [Mestiza Hembra 2 Afios
14{M-68 |Mulu Canideo |Dalmata Macho 3 Afios
15{M-73 |Aitana Canideo [Bull Terrier Ingles Hembra 5 Afios
16{M-75 |Yersei Canideo [Alazka Malamute Hembra 3 Afios
17|M-76 |Chata Canideo |Boxer Hembra 3 Afios
18|M-79 |Colitas Felino  [Domestico Mexicano Macho 16 Afos
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10.2 Prueba de susceptibilidad in vitro

Figura 8. Se observa cepa resistente a ketoconazol e itraconazol, intermedia a
fluconazol y sensible a terbinafina. Cepa M4, medio MH, método de difusiéon en
disco

- B

Figura 9. Se observa cepa resistente a Itraconazol, intermedia a Terbinafina y
Sensible a Ketoconazol y Fluconazol. Cepa M22, medio MH, método de difusion en
disco.

Pagina | 45



Figura 11. Se observa cepa resistente a los 4 antifungicos utilizados Terbinafina,
Ketoconazol, Fluconazol e Itraconazol. Cepa M73, medio MH, método de difusion
en disco.

Figura 11. Se observa cepa resistente a los 4 antifingicos utilizados Terbinafina,
Ketoconazol, Fluconazol e Itraconazol. Cepa M76, medio MH, método de difusién
en disco.
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Figura 11. Placa de Muestra N° 63 con halos de inhibicién.

Figura 12. Placa de Muestra N° 63 midiendo halos de inhibicion
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Cuadro 2. Resultados de método de difusion en disco en las cepas aisladas

Fluconazol

Ketoconazol

Itraconazol

Terbinafina

N°Cepa

M-4

M-21

M-22

M-26

M-34

M-42

M-46

M-54

W | ||| & (W k=

M-58

=
o

M-61

=
(SN

M-63

=
P

M-65

=
L

M-66

'—'L
=

M-68

=
wn

M-73

=
on

M-75

'—'l.
~J

M-76

=
0o

M-79

S= sensible, I= intermedio, R= resistente.
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Los resultados de la prueba de susceptibilidad in vitro usando el método de difusién
en disco de las 18 cepas positivas a Malassezia pachydermatis fueron los
siguientes: 61.1% (11/18) resistentes a Fluconazol, 83.3% (15/18) resistentes a
Ketoconazol y 100% (18/18) resistentes a Itraconazol, 38.8% (7/18) resistentes a

Terbinafina. (Grafico 1)

Fluconazol Ketoconazol ltraconazol Terbinafina

Grafico 1. Porcentaje de resistencia a antifungicos de cepas Malassezia

pachydermatis aisladas en este estudio
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De las 18 cepas positivas a Malassezia pachydermatis los resultados fueron 27.7%
(5/18) sensibles a Fluconazol, 5.55% (1/18) sensibles a Ketoconazol y 0% (0/18)
sensibles a Itraconazol, 16.60% (3/18) sensibles a Terbinafina. (Grafico 2)

0%

Fluconazol Ketoconazol Itraconazol Terbinafina

Grafico 2. Porcentaje de sensibilidad a antifungicos en cepas de Malassezia

pachydermatis aisladas en este estudio
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Del 100% de las cepas aisladas positivas a Malassezia pachydermatis el 17% (3/18)
fueron resistentes a 1 antifungico, 17% fueron resistentes a 2 antifingicos, 33%
(6/18) fueron resistentes a 3 antifungicos y 33% (6/18) fueron resistentes a 4

antifangicos. (Grafico 3.)
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Grafico 3. Porcentaje de cepas resistentes a 1, 2, 3 y 4 antifungicos de las cepas de

Malassezia pachydermatis aisladas en este estudio
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XI.  DISCUSION

La quimioterapia antimicética es el tipo de tratamiento médico que se utiliza para
combatir las infecciones por hongos. Se emplea para tratar una variedad de
afecciones de la piel y otros tejidos en humanos y animales causadas por
Malassezia. Estudios previos han demostrado que diferentes especies de
Malassezia e incluso diferentes tipos de la misma especie pueden tener diferentes
niveles de susceptibilidad a los medicamentos antimicoticos. A medida que
aumenta la amenaza de la resistencia a los antimicrobianos, es importante hacer un

seguimiento de qué tan bien estan funcionando los medicamentos antimicoticos

Los resultados de esta investigacion mostraron que un 66% de las cepas de M.
pachydermatis manifestaron resistencia a por lo menos 3 de los antifingicos
probados. En el trabajo de Jesus et al (21) se evalud la eficacia in vitro de
Fluconazol, Ketoconazol, Itraconazol y Voriconazol en la inhibicién de crecimiento
de M. pachydermatis, encontrandose un 100% de resistencia a fluconazol, lo cual
es consistente con lo hallado en este trabajo con un porcentaje alto (>al 60%) de
cepas resistentes al mismo farmaco. También en dicho trabajo se demostré que
cepas de M. pachydermatis con resistencia a Fluconazol inducida después de la
exposicion in vitro repetida a este medicamento, presentaron resistencia cruzada a
azoles, lo cual también muestra concordancia con los porcentajes elevados de
resistencia a otros dos azoles usados en este estudio: itraconazol (100%) y
ketoconazol (83%) los cuales, por otra parte, son dos de los farmacos mas comunes
para el tratamiento de infecciones por Malassezia.
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Cafarchia. et al (16) realizo un estudio en el que mostro aislamientos de M.
pachydermatis altamente susceptibles a Itraconazol, Ketoconazol, Posaconazol y
menos susceptibles a Fluconazol y Miconazol. Estos resultados difieren respecto a
los del presente trabajo ya que encontraron que las cepas usadas eran sensibles a
itraconazol y ketoconazol, en contraste con lo encontrado en el presente trabajo
donde los mayores porcentajes de resistencia se hallaron precisamente en estos
dos antifingicos. También en dicha investigacion se encontraron mas evidencias de
la posible resistencia cruzada que tiene el uso de un azol con respecto a los

miembros de esta familia.

En otro trabajo (57), se examind la susceptibilidad a ketoconazol, clotrimazol,
fluconazol e itraconazol de cepas de Malassezia obtenidas de hisopados 6ticos de
perros sanos, obteniéndose porcentajes no mayores al 10% de cepas resistentes a
los antifungicos probados, valores mucho menores a los obtenidos en el presente
estudio.

La falta de susceptibilidad observada en esta poblacion de Malassezia
pachydermatis puede deberse a la exposicion repetida y prolongada a estos
farmacos en la practica clinica, asi como a la seleccién natural de cepas resistentes.
Ademas, otros factores como la baja biodisponibilidad y la falta de penetracion
tisular de algunos antifingicos pueden contribuir a la resistencia observada en estas

cepas (58).

Samia et. al. (5) Realizo un estudio donde el principal objetivo fue determinar la
susceptibilidad antifungica y evaluar la virulencia y patogenicidad de 25 cepas de
M. pachydermatis en animales, en este estudio se observé que el ketoconazol, el
itraconazol y el voriconazol fueron los derivados de los azoles con los valores mas
bajos de MIC. Ademas, la terbinafina también presenté CIM muy bajas frente a
todos los aislados fungicos probados. Sin embargo, es importante sefalar que la
distribucion de la terbinafina en los tejidos caninos no es satisfactoria, o que puede
limitar su eficacia y recomendacién en la préactica clinica, los resultados difieren con
el presente estudio, pero coincide con resultados de Jesus et. al. (21) y Cafarchia
et al (16).
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La resistencia antifungica es un problema complejo y multifactorial, que puede
involucrar diferentes mecanismos como la modificacion del sitio de accion, el
aumento de la actividad de eflujo y la disminucién de la absorcién. La literatura
cientifica sugiere que la resistencia de Malassezia a diferentes antifingicos puede
estar asociada con la produccion de la enzima CYP51, que es responsable de la
sintesis del ergosterol, un componente fundamental de la membrana celular fingica
(59). Por otra parte, la resistencia puede estar relacionada con la presencia de
mutaciones especificas en los genes que codifican para esta enzima (54) (60). Otra
de las hipotesis que se han sugerido para explicar la resistencia a los azoles de
Malassezia pachydermatis es la cuadruplicacion del gen ERG11 como un

mecanismo compensatorio (61).

Asimismo, se ha demostrado que la resistencia antifingica en Malassezia
pachydermatis puede estar asociada con la heterogeneidad genética de las cepas,
lo que dificulta el disefio de tratamientos efectivos y aumenta el riesgo de seleccion
de cepas resistentes. Al mismo tiempo, se ha sugerido que la falta de estandares
claros para la interpretacion de los resultados de las pruebas de susceptibilidad
antifangica puede contribuir a la variabilidad en los porcentajes de resistencia
observados en diferentes estudios (62).

Las discrepancias en la comparacion con otros estudios pueden deberse en general
a diferencias en la metodologia utilizada para determinar las pruebas de
susceptibilidad, ya que para el género Malassezia aln no estan completamente
estandarizadas. En este estudio, empleamos los lineamientos del CLSI M44-A2,
gue es el método utilizado para la prueba de susceptibilidad de levaduras por medio
de la difusion en disco antifungico. Este método es mas facil de usar y practico que
el procedimiento de referencia, la concentracion minima inhibitoria (MIC) (63). La
mayoria de los estudios sobre la susceptibilidad antifungica de M. pachydermatis se
han basado en el procedimiento de referencia, pero aliin no han llevado a establecer
un procedimiento de referencia propio para la especie, teniendo un caso similar de
carencia de un método estandarizado propio con los dermatofitos. Sin embargo,

estos trabajos han permitido definir parametros técnicos que pueden ser un punto
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de partida para obtener a mediano plazo un método de evaluacion de la

susceptibilidad in vitro especifico para esta levadura (64).

Como se ha mencionado, las pruebas de susceptibilidad in vitro se ven
obstaculizadas por la falta de estandarizacion de los métodos de referencia CLSIy
EUCAST actuales, la falta de un protocolo modificado especifico optimizado para
M. pachydermatis y la ausencia de un criterio uniforme para establecer puntos de
corte clinicos para las terapias sistémicas o topicas. A pesar de estas limitaciones
criticas, los datos actuales sugieren que la gran mayoria de los aislamientos de
campo de M. pachydermatis son habitualmente susceptibles a los azoles mas
relevantes (miconazol, clotrimazol, itraconazol, posaconazol y ketoconazol). Sin
embargo, la evidencia de que la susceptibilidad reducida de M. pachydermatis a los
medicamentos antimicéticos de uso comun puede desarrollarse tanto en
condiciones de campo como de laboratorio destaca la necesidad de vigilancia y
vigilancia de la aparicion de resistencia clinicamente relevante. Esto es
especialmente importante en los casos de dermatitis atopica, dermatitis seborreica
y otitis externa cronica, en los que comunmente se utilizan tratamientos repetidos y

gue suelen exigir tiempos prolongados.

Existe la necesidad de realizar mas investigaciones para comprender por qué
algunos aislados de M. pachydermatis son resistentes a los medicamentos
azolicos. Para ello, se pueden utilizar herramientas de manipulacion genética para
introducir mutaciones puntuales en el gen ERG11, uno de los principales genes
involucrados en la aparicibn de resistencia a esta familia de
antifangicos. Profundizar en este tipo de investigaciones es esencial, ya que la
susceptibilidad antifingica in vitro de los aislamientos clinicos podria ser un factor

determinante importante del resultado del tratamiento.
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Xll.  CONCLUSIONES

Este estudio in vitro demostrd la resistencia que pueden presentar cepas de M.
pachydermatis provenientes de pacientes caninos y felinos a algunos de los
antifingicos que con mayor frecuencia se utilizan en medicina veterinaria, siendo el

resultado mas relevante que el 100% de las cepas fueron resistentes a itraconazol

La presencia de cepas de la microbiota resistente a multiples antifingicos
demuestran el impacto significativo de las pruebas de susceptibilidad in vitro en la

practica clinica

Se requieren de andlisis de caracterizacibn molecular en Malassezia
pachydermatis, ya que es un area poco abordada a comparacion de bacterias, el
presente estudio es de los primeros realizados en México sobre micologia en

medicina veterinaria.
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XIV. APENDICE

13.1 Glosario

(ATP) Trifosfato de Adenosina

(CDR) Regiones determinantes de complementariedad
(CLSI) Instituto de normas clinicas y de laboratorio

(CMI) Concentracion minima inhibitoria

(ECOFF) Valores de corte epidemioldgicos, puntos de corte epidemiolégicos

(Etest) Epsilometer-test

(EUCAST) Comité europeo de evaluacién de la sensibilidad Antimicrobiana

(FLZ)Fluconazol

(G) Glucosa

() Intermedia

(ITZ) Itraconazol

(KTZ) Ketoconazol

(MA) Azul de Metileno

(MDR1) Gen de resistencia multiple a drogas
(MH) Muller Hinton

(MI) Mililitro

(P.o.) Via oral

(R) Resistente

(S) Sensible

(SFM) Superfamilia del facilitador principal
(spp) Especies

(TBF) Terbinafina

(ug) Microgramo
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