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INTRODUCCION.

Los organismos incluidos bajo la denominacion general de “hongos” son tan diversos que es dificil
caracterizarlos con precision. Todos los hongos son heterotofos y se nutren por absorcion. El talo
varia desde una mixamiba amiboide o de un plasmodio carente de pared celular rigida, hasta un
micelio bien desarrollado. Los talos pueden estar dentro de la superficie del hospedero o del
sustrato, La pared celular del talo cuando esta presente, esta constituida por quitina y

ocasionalmente celulosa. Rara vez se encuentran quitina y celulosa juntas(12).

En la actualidad los hongos son considerados un reino separado. Existen alrededor de 100,000
especies, las que en general, presentan distribucion cosmopolita, pero hay especies con
distribucion restringida o endémica (14). Los hongos pueden vivir como saprdfitos y utilizan, como
sustratos plantas y animales en descomposicion, asi como sus detritos. Muchos hongos son
patogenos de plantas, mientras que en menor nimero son agentes causales de enfermedades en

animales, incluyendo al hombre (21).

La mayoria de los hongos parasitos de tejidos causan alteraciones en la fisiologia del hospedero.
esta anormalidad llega a originar enfermedad caracterizada por cambios detectables en funciones

y/o morfologia (21).

El estudio de las enfermedades del hombre ocasionadas por hongos (micosis), puede clasificarse

en base a sufisiopatologia (4):
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1. Micosis exclusivamente tegumentarias.
2. Micosis inicialmente tegumentarias.

3. Micosis secundariamente tegumentarias.

Las infecciones por levaduras del género Candida, se incluyen en las micosis exclusiva y
secundariamente tegumentarias. La especie C. albicans, es la de mayor importancia y su frecuencia

es similar en paises industrializados como en paises subdesarrollados (30).

El género Candida se encuentra situado taxondmicamente en la Division: Eumycota, Subdivision;

Deuteromycotina, Clase; Blastomycetes, Orden; Cryptococcales y Familia; Cryptococcaceae (14).

ASPECTOS GENERALES DEL GENERO Candida

Las levaduras del género Candida constituyen una poblacion universal y constante, que forma parte

de la flora normal del hombre y de los animales. Algunas especies son saprdfitas estrictas en el
hombre, mientras que otras son facultativas porque con frecuencia son aisladas de otras fuentes

(30).

C. albicans la especie mas frecuente e importante se encuentra en la mucosa gastrointestinal,

faringea, oral ,vaginal y rara vez coloniza la piel.
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En su nicho ecolbgico, las levaduras mantienen una poblacion en equilibrio y son incapaces de
producir infeccion en el individuo sano y normal. Es necesario que se presenten alteraciones en los
mecanismos de defensa mediados por células ,en la fisiologia o en la flora normal para que pueda

ocurrir colonizacion, infeccion y desarrollo de la enfermedad (5,15,19).

La severidad del cuadro clinico dependera del grado de alteracion del huésped, més que de la
capacidad patégena de las levaduras. Las manifestaciones clinicas en su conjunto se denominan

candidiasis y se encuentran entre |as enfermedades infecciosas oportunistas mas comunes.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
El género Candida incluye hasta ahora, 196 especies que presentan caracteristicas fisiologicas

comunes con otras especies en las Subdivisiones; Basidiomycotina y Ascomycotina.

Las especies patdgenas mas importantes son; Candida albicans Bérkhout. C. tropicalis Berkhout y
C. glabrata Anderson, en las cuales no se ha encontrado mecanismos de reproduccion sexual, sin
embargo, existen afinidades filogenéticas con los ascomycetes. Las levaduras incluidas en este
género no forman carotenos ni melanina, las células presentan forma variable (cilindrica ,eliptica,
globosa, triangular) y su pared tiene dos capas. La hidrolisis de sus componentes celulares no
revela filosa, ni almidon. Pueden estar presentes hifas y pseudomicelio, no se encuentran

balistosporas ni artroconidios y en la gemacion no se forman fialides, los conidios son holoblasticos.
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El genero Candida convencionalmente se ha considerado diferente del género Jorulopsis por la
formacion de pseudomicelio, sin embargo esta caracteristica no siempre es confiable y algunas
especies del género Torulopsis han sido transferidas al género Candida al demostrar la formacion

de pseudomicelio (18).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE C. albicans.
C. albicans desarrolla facilmente en los medios micolégicos ( Agar Sabouraud Glucosa, Agar
Micosel, Agar Papa Dextrosa ) incubados entre 28 y 37 °C: Forma colonias blancas o cremas de

aspecto himedo y consistencia blanda.

Su imagen microscopica revela células unicelulares hialinas de forma esférica u oval ,que se
reproducen por gemacion y que aproximadamente miden de 5 a 20 uM. Los cultivos viejos pueden
exhibir ademas hifas hialinas y pseudomicelio. Estas caracteristicas varian con los medios de

cultivo usados.

En Agar Biggy la levadura forma colonias lisas, hemisféricas o circulares de color que varia de café
a negro con un ligero borde micelial. Sus caracteristicas de afinidad los colorantes delatan que son
grampositivos y no acido-resistentes. Las caracteristicas morfologicas sélo permiten diferenciar a C.
albicans de las otras especies del género. Cuando se cultiva la levadura en suero humano a 37°C

durante 2-3 horas emite una prolongacion del citoplasma conocido como tubo germinativo (30).
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En medios con Harina de Maiz forma clamidosporas de pared gruesa con didmetros entre 6 y 12
Hm (1). En estos medios C. 'g_l_l_)i_cgng y las otras especies del género forman micelio, caracteristica
diferencial de otras especies de levaduras. En medios con papa-zanahoria y en el medio de
Gorodkowa no forman ascosporas, lo que les permite separarlas de las levaduras ascosporadas

saprdfitas.

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE C. albicans.
Las caracteristicas fisiologicas incluyen la exploracion del metabolismo oxidativo y fermentativo. En
reacciones de asimilacion utiliza la glucosa, maltosa, sacarosa, xilosa, trealosa y galactosa,

mientras que no utiliza la lactosa, melobiosa, celobiosa, ramnosa, rafinosa, inositol y dulcitol (31).

En reacciones de fermentacion forma acido y gas de glucosa, maltosa , galactosa y trealosa, y no

los forma en sacarosa y lactosa. C. albicans no hidroliza la urea, caracteristica que la diferencia de

las especies del género Cryptococcus (31).

VULVOVAGINITIS CANDIDIASICA.

La vulvovaginitis causada por especies de Candida es un problema importante de salud publica.
Las infecciones son frecuentes y las recaidas constituyen el mayor problema (9,20,25). Las
levaduras pueden aislarse de la mucosa vaginal en un 8% de las mujeres sanas y alrededor del 25
% de las mujeres con vaginitis. La mayoria de los estudios sefialan un porcentaje de candidiasis del
8% en mujeres sanas y un 30% en las mujeres embarazadas y en las que ingieren anticonceptivos

(20).
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Los factores predisponentes mas importantes son la diabetes mellitus, el uso de antimicrobianos,

corticoides, anticonceptivos higiene deficiente, jeans y el embarazo (9,10,20).

CUADRO CLINICO
Los sintomas mas comunes son prurito, ardor, y eritema de la mucosa vaginal. Lesiones satélites
con frecuencia ocurren en el perineo. El flujo es denso y de color blanco o amarillo. Un dato

importante es el nimero escaso de leucocitos en el exudado (5).

DIAGNOSTICO

El diagnostico de la enfermedad implica la identificacion exacta del agente causal. El nimero y
cantidad de muestra no parece afectar el diagnastico (25). EI examen microscépico con KOH al
20% o frotis coloreados por Gram y Schiff (4) revelan con cierta frecuencia levaduras, hifas y

pseudomicelio hialino.

En algunos casos sdlo se observan levaduras y blastoconidios, donde el tamafio y morfologia son
de importancia para algunas especies. Las muestras son sembradas en agar micose! y agar Biggy.
Los aislamientos son identificados en base a la morfologia del micelio, disposicion de
blastoconidios y pruebas de fermentacion y asimilacion de carbohidratos (4,31). C. albicans es el
agente etiologico en el 90% de los casos, C. glabrata en el 5%, y las otras especies en el 5%

restante (33).
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TRATAMIENTO

E! tratamiento depende en gran medida de un diagndstico confiable, la reversion de los factores
predisponentes y la seleccion de una terapia especifica efectiva. La eleccion de un esquema topico
o sistémico aun es controversial, sin embargo la combinacion de los dos esquemas debe utilizarse

en forma apropiada en los casos de candidiasis crénica o recurrente (5,9).

El uso de antimicéticos en cremas es preferible a los 6vulos, debido a una mejor aceptacion por los
pacientes y porque las cremas pueden actuar en sus parejas. El tratamiento sistémico por tiempos
prolongados puede llegar a ser molesto y presentar los efectos colaterales indeseables (13). Los
farmacos mas utilizados comprenden la nistatina en dosis de 100,000 a 200,000 unidades diarias
de 1 a2 semanas. El clotrimazol en presentacion de 100 mg o el miconazol a 50 mg durante 7 dias.
El ketoconazol en comprimidos de 200 mg ha sido utilizado ampliamente por via oral en

combinacion con el tratamiento topico.

En el caso de parejas se recomienda también el tratamiento para el hombre, sin embargo los
resultados aparentemente no tienen relacion con una disminucion en el porcentaje de recaidas (5).
En México los antimicoticos mas utilizados han sido la nistatina, miconazol y ketoconazol. La
mayoria de las publicaciones sefalan buena respuesta al tratamiento (38), sin embargo, se ha
demostrado desarrollo de resistencia a varios imidazoles (23,17). El fluconazol ha tenido las

mayores implicaciones, siguiendo el ketoconazol y por tltimo el itraconazol (23).
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ANTECEDENTES.

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD CON ANTIMICOTICOS.

A) ASPECTOS GENERALES.

Las pruebas de susceptibilidad con antimicdticos se realizan por las mismas razones que con los
agentes microbianos. Los resultados permiten elegir los farmacos mas activos en el tratamiento de
las micosis humanas, también es posible relacionar los fracasos terapéuticos y los problemas

causados con la resistencia primaria y secundaria (34).

Tres son los principales grupos de antimicoticos: los polienos, las alilaminas y el grupo de los
imidazoles (22). La anfotericina B y la nistatina son los polienos mas utilizados. La primera se usa
principalmente en las micosis sistémicas y de riesgo mortal. La nistatina se restringe al tratamiento

de las infecciones en piel y mucosas por levaduras del género Candida.

Del grupo de las alilaminas, la terbinafina es el compuesto mas conocido, cuyo uso se reduce al
tratamiento de las dermatofitosis. E! grupo de los imidazoles representan el campo mas fértil de
desarrollo de nuevos antimicoticos. Existen mas de 10 compuestos, siendo los mas utilizados el
ketoconazol, miconazol, itraconazol y fluconazol (30). Los dos primeros existen en presentaciones
topicas y orales, mientras que el itraconazol solo en presentacion oral y el fluconazol también en

formas parenterales.
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El miconazol y el ketoconazol son los imidazoles que con mas frecuencia se han utilizado en el
tratamiento de las micosis superficiales. E| costo, la presentacion topica de los dos imidazoles, Ia
buena respuesta terapéutica, asi como la inclusion en el cuadro basico de medicamentos en

nuestro pais, justifica las pruebas de susceptibilidad con estos dos imidazoles.

La solubilidad de los imidazoles en agua es baja, lo que implicaAel uso de otros solventes como el
dimetil-sulfdxido, acido clorhidrico 0.2N, metanol, dietiformamida o polietinienglicoles. La
estabilidad en general es buena y hace posible el uso de pruebas de difusion con discos, sin
embargo las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) estan sujetas a una variacion importante.
Los factores mas importantes son el tamaio del inoculo, método de prueba, fase de desarrolio de!

indculo, asi como velocidad de crecimiento y tiempo de incubacion (29,34).

B) ANTIMICOTICOS.
B.1 KETOCONAZOL
Espectro de accién.- Su espectro de accion incluye la mayoria de los hongos patégenos, las

bacterias gramnegativas y los protozoarios de los géneros Leishmania y Plasmodium spp.

MECANISMO DE ACCION.
El mecanismo de accion es similar al miconazol, bloquea la incorporacion del acetato a la molécula

de ergosterol, principal componente de la membrana citoplasmica, y la membrana de los organelos.
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En consecuencia se acumulan esteroles metilados en el carbon 14 (lanosterol).existen alteraciones
en la permeabilidad y en el metabolismo condicionado a la acumulacién de H.O. (peroxido de

hidrégeno), que es letal para los hongos (22).

RESISTENCIA ADQUIRIDA.

Es rara, pero cepis resistentes de C. albicans han sido aisladas de pacientes tratados con

candidiasis mucocutanea , y pacientes de SIDA con candidiasis orofaringea y esofagica.

FARMACOCINETICA.

El ketoconazol se absorbe rapidamente en el tracto digestivo. En el lapso de 1-2 horas se obtienen
concentraciones seéricas entre 3.1 y 6.2 pg/mL. El 99% del farmaco se une a proteinas, la mayor
parte es eliminado sin cambio en las heces, la excrecion urinaria es menor y la mayor parte ocurre
enforma de compuestos inactivos. En liquido cefalorraquideo las concentraciones son muy bajas 1

a 20 en relacion al plasma.

PRESENTACION.

Se encuentra disponible en tabletas, cremasy shampoo.

REACCIONES ADVERSAS
El ketoconazol es generalmente bien tolerado y la mayoria de los pacientes que lo han tomado por
tiempo prolongado no han presentado efectos colaterales (30). Aproximadamente el 11% de los

pacientes revela sintomas transitorios como dolor de cabeza, nausea, diarrea, nerviosismo y prurito.
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En aios recientes se han encontrado alteraciones hepaticas. A la fecha se han registrado 3 casos
fatales en 1,300,000 pacientes. Existen también alteraciones en la sintesis de androgenos en

pacientes que reciben mas de 400 mg diarios observandose ginecomastia y disminucion del libido.

B.2 MICONAZOL.
ESPECTRO DE ACCION.
Tiene un amplio espectro de actividad en contra de especies de Aspergillus; Candida; Coccidicides

immitis, Cryptococcus neoformans, Histoplama capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis |,
Petrillidium boydii y el grupo de los dermatofitos.

MECANISMO DE ACCION.
Al igual que otros imidazoles interfiere con la sintesis de ergosterol conduciendo a alteraciones en
las funciones celulares asociadas con la membrana celular. A estas concentraciones interactiia con

los lipidos de la membrana causando dafio directo por la salida de los constituyentes celulares (28).

RESISTENCIA.

Es rara, pero algunas especies de C. albicans resistentes al ketoconazol han presentado

reacciones cruzadas al miconazol.
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FARMACOCINETICA.

El miconazol no se absorbe bien después de la administracion oral. Dosis parenterales de 1000 mg
producen concentraciones séricas hasta de 7.5 pg/mL, pero rapidamente disminuyen con una vida
media inicial de 20-30 minutos y una vida media de eliminacion de 20 horas. La droga se une
fuertemente a las proteinas. Las concentraciones en LCR son muy pobres, pero tiene buena
penetracién en liquido peritoneal, humor vitreo y acuoso. Menos del 1% de la dosis parenteral es
eliminado sin cambios en la orina, el 40% de una dosis parenteral es eliminado sin cambios en la

orina y el 40% de una dosis oral es eliminado en las heces también sin cambio.

PRESENTACION

Se encuentra disponible en tabletas, ovulos, cremas y formas parenterales.

REACCIONES ADVERSAS.

La aplicacion topica puede causar irritacion local. Las formas orales pueden causar alteraciones
gastrointestinales. En las formas parenterales los sintomas mas frecuentes incluyen nausea, vomito,
fiebre, erupciones, somnolencia, diarrea y anorexia. La flebitis se ha registrado en un 3 % de los

pacientes que reciben la droga a través de venas periféricas,

C) PRUEBAS DE LABORATORIO.
METODO DE DILUCION EN CALDO. (34)
Este método permite valorar cuantitativamente "in vitro" la concentracion minima inhibitoria (MIC) de

un determinado antimicdtico para un microorganismo especifico.

Monica A. Quintana Pérez 12
MODIFI.DOC



La prueba también permite determinar la concentraciéon minima fungicida (MFC). Este recurso se
emplea principalmente para probar levaduras, pero puede adaptarse a pruebas con hongos
filamentosos. En el caso del Ketoconazol se ha demostrado que pierde actividad contra las
levaduras en ausencia de oxigeno. El Miconazol es fungistatico para casi todos los aislamientos de
especies de Candida en concentraciones de 0.5 a 8 pg/mL y fungicida en concentraciones
mayores. El ketoconazol tiene una actividad similar al miconazol, pero pueden existir diferencias

segun el microorganismo ensayado, el medio y el sistema de prueba utilizado (7).

METODO DE DILUCION EN AGAR.
Este método tiene un costo aceptable cuando la carga de trabajo es elevada tiene la ventaja de
enfrentar varias cepas a una misma concentracion del antimicético. El tamafio del inoculo es

fundamental en los derivados del imidazol. Las pruebas de dilucion en agar pueden no detectar

resistencia a los imidazoles en aislamientos de C. albicans. Estas pruebas deben incluir testigos
antes y después de la prueba sin contener el antimicotico de prueba. Deben obtenerse crecimiento
franco en ambos testigos para que los resultados sean validos. El crecimiento incipiente y las

colonias pequenas deben considerarse negativas.

En pruebas con levaduras y hongos filamentosos de crecimiento rapido pueden emplearse los
replicadores mecanicos de Steers (2) con toda su capacidad. La relacion entre los resultados de
dilucion en agar y caldo en los imidazoles es poco clara. Esto refieja problemas de tamario del

indculo y seleccion de medios de cultivo.
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Los inculos pequeiios pueden dar resutados no confiables. Los medios ricos pueden dar
resultados falsos de resistencia. Ambos problemas demuestran la necesidad de estandarizar las

pruebas de susceptibilidad con los antimicticos (31).

PRUEBAS DE DIFUSION CON DISCOS.

La aplicacion de este método con antimicdticos es limitada y las pruebas no se han estandarizado.
La solubilidad variable de los imidazoles y su estabilidad parcial limitan su uso en estos
compuestos. Existe un sistema comercial que emplea tabletas en lugar de discos: en un estudio
comparativo el miconazol mostré un 80 % de correlacion con los resultados obtenidos en dilucion
en caldo. Recientemente el fluconazol utilizado en discos de 25 mg ha revelado datos confiables

en aislamientos de levaduras del género Candida (17).

D) CEPAS DE REFERENCIA.

Deben incluirse microorganismos de control apropiados de susceptibilidad o resistencia en todas
las pruebas "in vitro", con el proposito de tener resultados reproducibles y comparables con otros
laboratorios. Los cultivos procedentes de la American Type Culture Coliection (ATCC), de los
Estados Unidos de Norte América, han sido propuestas cepas de referencia (24). En México varias
instituciones médicas y académicas tienen algunas cepas. El CENACUMI ( Centro Nacional de
Cultivos' Microbianos) ha publicado en 1994 un catalogo cuyo objetivo es coordinar la informacion

sobre las colecciones de cultivos que existen en nuestro pais (6).
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Las siguientes cepas han sido utilizados como cepas de referencia en las pruebas de

susceptibilidad con antimicéticos:

Sacharomyces crevisiae ATCC 36375

S. cerevisiae ATCC 9763
S. crevisiae ATCC 2601
Candida albicans ATCC 10231
C. glabrata ATCC 10238
C. tropicalis ATCC 13803
C. pseudotropicalis ATCC 28838

E) PREPARACION DE INOCULOS.

Uno de los pasos fundamentales en las pruebas de susceptibilidad con antimicticos es la
preparacion de inoculos. Varios métodos han sido utilizados, incluyendo la cuenta de células, la
escala de Mc Farland, el método de Wickerhamn y el uso del espectrofotometro. De los métodos
anteriores el menos variable es el espectrofotdmetro recomendando este método para estandarizar

los indculos en las pruebas de susceptibilidad con levaduras (34).

F) CONCENTRACION Y DILUCION DE LOS ANTIMICOTICOS.
En el caso de los imidazoles se han utilizado varios solventes y concentraciones diferentes (37), las

soluciones stock pueden prepararse en soluciones al 10% (34), 4% (11) y 1% (26).
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El intervalo de ccncentraciones de prueba ha sido variable, recomendando la Sociedad

Norteamericana de Micrabiologia las concentraciones de 0.63 a 160 pg/mL (33).

G) MEDIOS DE CULTIVO.
La seleccién del medio depende del antimicdtico a probar (35). Los medios apropiados para el
grupo de los imidazoles comprenden la base nitrogenada de levadura (YNB, 0392 DIFCO)
suplementada con glucosa al 1% y asparagina al 0.15%, el agar caseina extracto de levadura-
glucosa, el yeast morphology agar (YMA, 0393 DIFCO) con buffer, RPMI 1640 SIGMA glutamina
6504,; HR CM 875 OXOID.

Deben utilizarse buffers a pH 7. El acido 3N morfilino-propano-sulfonico (MOPS) 0.165 Molar ha
exhibido los resultados mas confiables. El fosfato monobasico de potasio (KH.PO,) 0.165 Molar
también ha mostrado resultados aceptables (19). E! Miconazol y el Ketoconazol son antagonizados

por medios ricos como el Agar Sabouraud Glucosa y el caldo de infusion cerebro corazén.

H) RESISTENCIA
Existe la posibilidad de que ciertas cepas de Candida sean mas virulentas o mas resistentes a los

antimicaticos actuales, lo que explicaria algunos fracasos en el tratamiento,

En nuestro pais desafortunadamente la mayoria de los laboratorios no incluyen las pruebas "in

vitro" para determinar la sensibilidad a los antimicoticos.
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Por lo general los clinicos recurren a la informacion registrada por otros paises (28,33) sin embargo
un namero significativo de pacientes, no ha tenido la respuesta esperada a los imidazoles que son

los antimicéticos mas utilizados.

Debido a esto, el problema de la vulvovaginitis cronica o recurrente parece aumentar en los ultimos
aifos, por lo que seria de gran interés realizar pruebas "in vitro" con los farmacos més usados en el

tratamiento de la enfermedad.

Se desconoce también si el problema de la automedicacion, el abandono del tratamiento y el uso

inadecuado de la terapia, condiciona la aparicion de cepas resistentes de Candida.

Monica A. Quintans Pérez 17
MODIF). DOC



OBJETIVOS.

1. Conocer la frecuencia e importancia de la vaginitis candidiasica en la poblacién ginecolégica de

la Clinica de Especialidades Churubusco del 1.S.S.S.T.E.

2. Valorar el uso de una laminilla siliconada como soporte de un inéculo constante en las pruebas

de susceptibilidad con antimicdticos.

3. Determinar la actividad "in vitro" del ketoconazol y miconazol por el método de dilucion en agar

con el replicador de Steers.

4. Evaluar la actividad del ketoconazo! y miconazol a diferentes pHs, asi como diferentes medios de

cultivo.

5. Comparar la actividad "in vitro" del ketoconazol y miconazol por el método de dilucién en agar y

dilucion en caldo.
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MATERIAL Y METODOS.

Fueron estudiados 403 pacientes del sexo femenino con diagndstico presuntivo de vulvovaginitis
que asistieron al laboratorio de analisis clinicos de la clinica de especialidades Churubusco del

1.S.S.S.T.E. durante el periodo de marzo a junio de 1993,

Las edades de las pacientes fluctuaron entre los 9 y 72 aiios. A todos los pacientes les fue tomado
una muestra de exudado vaginal con hisépo de algodon y suspendida en tubos con solucién salina
fisiologica estéril. Las pruebas de laboratorio realizadas comprendieron el diagnéstico

bacteriolégico, micologico y busqueda de Trichomonas.

Los datos concernientes al estudio bacteriolégico y busqueda de Trichomonas no son de interés
para este trabajo y solo abordaremos el estudio micologico. Las muestras fueron observadas al
microscopio con KOH al 20% y sembradas por estria cruzada en placas de agar Biggy y agar

micosel, e incubadas a 28 °C.

Los cultivos con desarrolio presuntivo de levaduras fueron revisados en preparaciones en fresco
con lugol y una vez demostrada su presencia, las colonias aisladas fueron transferidas a tubos con
Agar Sabouraud Glucosa para su identificacion realizando las siguientes pruebas por duplicado

(1.4).
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1) Formacién de tubo germinativo

La prueba fue realizada inoculando cada una de las cepas en 0.5 mL de suero humano
homogeneizando la suspension en un rotor mecanico e incubando por dos horas a 37°C. La
prolongacion del citoplasma adoptando el aspecto de un tubo fue indicador de una prueba positiva,
mientras que la presencia' de células esféricas solas o con blastoconidio fue considerada como una

prueba negativa.

2)Formacién de micelio y/o clamidosporas

E! medio utilizado fue el agar harina de maiz tween 80 azul de tripano. Las placas con este de
medio se dividieron en cuatro partes y en cada region fue sembrado un cultivo con dos estrias
paralelas separadas una distancia aproximada de un centimetro. Posteriormente fue colocado un
cubre objetos ejerciendo pequena presion sobre el agar, lo que reduce la tension de oxigeno

favoreciendo la formacion de clamidosporas. Las placas se incubaron a 28°C durante cuatro dias .

Las observaciones se realizaron a partir de las 48 horas, la tapa fue retirada y el cubre objeto de
cada cepa fue observado con el objetivo 16x. La presencia de hifas septadas ramificadas revela la
formacion de micelio y la presencia de células esféricas de pared gruesa intercalares laterales o

terminales de clamidoconidios .

3) Pruebas bioquimicas
3.1 METABOLISMO OXIDATIVO

El medio base utilizado fue el yeast nitrogeno base (difco,0392-15-9).
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Fueron pesados 6.7 g por 100 mL de aguay suplementado con asparagina al 0.15%. El medio
base fue diluido 1 a 10, esterilizado por filtracion, y distribuido en cantidades de 4.5 mL en tubos de
10 x 130 mM.

Los azicares estudiados correspondieron al patrén bioquimico descrito para este género (31). Los
azucares fueron preparados en soluciones al 20 % ,esterilizados por filtracion y adicionados en

cantidades de 0.5 mL a los tubos con el medio base para dar una concentracion final del 1%.

Los cultivos fueron sembrados en los tubos con los diferentes azucares. Los testigos utilizados
contenian solo el medio base sin el azdcar. Las pruebas positivas correspondieron a la presencia
de crecimiento en los tubos con los diferentes azucares, mientras que los testigos y en las pruebas

negativas no hubo desarrollo .

3.2 METABOLISMO FERMENTATIVO
La prueba fue realizada por el método de Durham (1) . El medio base caldo rojo de fenol fue
distribuido en tubos de ensaye de 130x 10 mM en cantidad de 4.5 mL y esterilizado a 121°C

durante 15 minutos.

Los carbohidratos estudiados fueron: glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa y trealosa. Cada uno de
los azucares fue agregado en cantidad de 0.05 mL. a los tubos con el medio base para dar una

concentracion final al 1%.
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Los tubos sembrados y los testigos fueron incubados a 28°C y las lecturas fueron realizadas a partir
de las 48 horas. Las pruebas positivas correspondieron al viraje del indicador del medio de un color

rojo a amarillo y la produccion de gas se observo en el tubo invertido.

4) Antimicéticos

Los resultados del andlisis de las sales enviados por el laboratorio fueron los siguientes:

4.1 Ketoconazol.

Lote 93072128. Polvo casi blanco o ligeramente beige con rango de fusion entre 149 y 151°C .
Espectro de absorcion U.V. e L.R. similar al estandar, 0.0% de pérdida al secado,< 0.1% de ceniza

sulfatadas y < 20 p.p.m. de metales pesados.

Miconazol.

Lote 9305368. Polvo de color blanco con rango de fusion de 180.76°C. Espectro de absorcion U.V.e
I.R similar al estandar. Reacciones positivas a nitrato y cloro, menos de 0.1% de pérdida al secado,
menos de 0.15 de cenizas sulfatadas , 96% de trasmitancia, solucion incolora en metanol y dicloro-

metano en relacion 1a1.

Referente a los solventes utilizados, el Ketoconazol fue soluble en metanol, acido clorhidrico ( HCL)
0.2 N y dimetil-sulfoxido (DMSO). EI mejor solvente fue el (HC!) 0.2 N (11). Con metanol la sal no
se precipita con el agua en relacion 1 a 9, mientras que con dimetil-sulfoxido la sal se precipita con

el agua en proporcion mayorde 1a 1.
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Respecto al nitrato de miconazol no es soluble en HCI 0.2N. Es soluble en dimetil-sulféxido, pero
se precipita al agregarle agua en relacion 1 a 1.5. Soluble en metano! con precipitacién de la sal al

adicionarie agua en cantidades mayores a la relacion 1 a 1, este Ultimo fue el mejor solvente.

4.2 PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK Y DE TRABAJO
Las sales de ketoconazol y miconazol fueron pesadas en cantidades de 100 mg y disuellas en 10
mL de HCI 0.2 N y 10 mL de metanol respectivamente, para tener soluciones stock a una

concentracién de 10,000 pg/mL.

Las soluciones fueron esterilizadas por filtracion, distribuidas en alicuotas de 1 mL en tubos de
ensaye de 120x10mM y conservadas a -70 °C. Las soluciones de trabajo fueron preparadas con
agua destilada estéril, diluyendo 1 a 10 las soluciones stock, para tener una concentracion de 1,000
Hg/mL(18). Estas soluciones fueron distribuidas en tubos de 120x10 mM en cantidades de S mL y
conservadas también a -70°C. En estas condiciones el nitrato de miconazol se conserva en buen

estado durante una semana, después tiende a precipitarse.

4.3 CEPAS DE REFERENCIA (24).
Candida albicans ATCC 10231

Candida glabrata ATCC 10238
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4.4 MEDIOS DE CULTIVO

yeast morphology agar (YMA) Difco 0393

Agar Sabouraud Glucosa 4% (ASG) Merck 5438
yeast nitrogen base (YNB) Difco 0392

4.5 BUFFER (20).
KH.PO, 0.165M Fosfato monobasico de potasio pH 6.5

4.6 PREPARACION DE INOCULOS (34,35).

Los indculos fueron preparados sembrando los cultivos por estria cruzada en Agar Sabouraud
Glucosa a pH 7, e incubados a 37°C durante 48 horas. Después fueron seleccionadas 5 colonias al
azar entre 1 y 3 mM, y suspendidas en solucion salina estéril. Las suspensiones fueron ajustadas a
la trasmitancia exhibida por el tubo 0.5 del Nefeldmetro de Mc Farland a una longitud de onda de

530nM, en un espectrofotdmetro Spectronic 20 D, utilizando como testigo solucion salina fisiologica.

4.7 DILUCION DE LOS ANTIMICOTICOS Y PREPARACION DE PLACAS
Las concentraciones utilizadas de los antimicoticos fueron las sugeridas por Shadomy y Pfaeller
(34). Las placas con YMA a pH 6.5 fueron preparadas, diluyendo las soluciones de trabajo con el

medio de cultivo para dar un intervalo de concentraciones de 1.25 a 160 pg/mL.
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Tres testigos fueron utilizados: el medio YMA sélo (T-1); el YMA+Acido clorhidrico(HCL) 0.2N (T-2)
y el YMA+metanol (CH,-OH) al 10% (T-3). El medio para los testigos T-2 y T-3 fue preparado en
cantidad de 100 mL., utilizando 98 mL de agar y 2mL de los solventes seialados, que fue la

cantidad maxima de solvente utilizado para dar la concentracién de 160 pug/mlL.

El medio de cultivo fue preparado en buffer ajustado a pH 6.5 y esterilizado de acuerdo a los datos
del cuadro 1. Se dej6 enfriar aproximadamente a 45 ° C y en estas condiciones a cada matraz le fue
agregado las diferentes cantidades de las soluciones de trabajo ketoconazol o miconazol para dar
las concentraciones entre 1.25y 160 ug/mL. El medio fue distribuido en cajas de petri de 100x150
mL en cantidades de 20 mL, sujetas a prueba de esterilidad y utilizadas en la prueba 48 horas

después de su preparacion.

Cuadro |
Concentraciones de Ketoconazol y Miconazol
utilizadas en Yeast Morphology Agar (YMA)

Solucion de trabajo Ketoconazol | Medio de cultivo ( YMA ) | Concentracion Final
0 Miconazol ( 1000 ug/mL ) en buffer. Dilucion en pg/mL

0.2 159.8 1:800 1.25
0.3 119.7 1:400 2.5
0.7 139.3 1.200 5.0
1.2 118.8 1:100 10.0
2.5 127.4 1.50 20.0
5 120.0 1:.25 40.0
10 115.0 1:.12.5 80.0
20 105.0 1.6.25 160.0
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4.8 REALIZACION DE LA PRUEBA CON EL REPLICADOR DE STEERS
El replicador de Steers consta de varias placas de acero inoxidable que tienen 36 pozos cada una
de ellas. Los indculos de los 84 aislamientos (C._ albicans , 72 C. glabrata 12) y las 2 cepas de

referencia fueron agitados y colocados ,por separado en cada uno de los pozos.

Una placa completa fue colocada en la parte central del replicador y en la parte superior de este
existe un dispositivo con 36 puntas que se ajustan para succionar el indculo y depositario en la
placa de petri con el medio, el cual se encuentra en la parte izquierda del replicador y es

desplazada hacia el lado derecho quedando en la parte central .

Al depositar los indculos, primero se utiliza una placa de testigo T-1, después un testigo T-2 en el
caso del ketoconazol y un testigo T-3 con el miconazol. Después de los testigos se colocaron las
placas con las diferentes concentraciones (1.25-160 pg/mL) para que al tltimo, se vuelvan a utilizar
los testigos T-1, T-2 6 T-3 segun sea ketoconazol o miconazol. El esquema de la figura 1, refiere el
procedimiento seguido. Las placas fueron incubadas a 35°C y las lecturas fueron realizadas a las
24 horas. Las placas de testigos antes y después deberan revelar crecimiento en los 32 indculos
depositados para que la prueba tenga validez. La presencia de crecimiento a una concentracion de
1.25 pg/mL y posteriormente su falta de desarrollo a la siguiente concentracion 2.5 pg/mL,
correspondera al MIC de esa cepa problema, que es la concentracion minima del antimicético para

inhibir el crecimiento de la cepa bajo esas condiciones.
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FIGURA 1

Determinacion de la actividad "in vitro" del ketoconazol
y miconazol

Cultivos desarrollados a 37°C
durante 4Bhoras.

Agar Sabouraud Dextrosa 4% pH? Seleccionar 5

colonias aisladas

con didmetro de
1-3 mM y suspen-

> derloen 3 mM de
solucidn salina
esteril.

Ajustar la turbidez (transmitancia) con el tubo 0.5 del
Nefelémetro de Mc. Farland en un espectrofotémetro
Spectronic 20 D a 530 nm, utilizando como testigo
solucién salina (1-5%10 ufc/mL).

Placas de
miconazol y
ketoconazol,
con diferentes
conhcentracio-
nes( g/mb)
medio: YMA

OO0 000O000

Incubar a 35°C durante 48 horas.

160 80 40 20 10 5 25 1250625

TESTIGOS

T1 YMA con buffer (antes y después de depositar el indculo en las placas

con los antimicéticos)
T2 YMA+HCIO02N
T3 YMA + Metanol sol. 10%

Depositar en el replicador de Steers (0.001-0.003 ) mL
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4.9 INFLUENCIA DEL PH

El procedimiento anterior fue realizado de igual manera disminuyendo el pH del medio YMA a 4.4.
En esta prueba fueron utilizados 9 aislamientos de Candida glabrata y 51 aislamientos de Candida
albicans, 60 cepas en total. Las placas fueron incubadas a 35 °C y las lecturas realizadas a las 24

horas.

4.10 INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO

La prueba fue realizada también en Agar Sabouraud Glucosa a pH 5.6, variando con este ensayo
las concentraciones de los dos antimicoticos a 5, 7.5, 10, 125 y 15 pg/mL. El nimero de
aislamientos fue de 84 y no se utilizo buffer en la preparacion del medio. Las placas fueron

incubadas a 35 °C y las lecturas fueron efectuadas a las 24 horas.

411 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD “IN VITRO" UTILIZANDO UNA LAMINILLA
SILICONADAENYNBAPH7.0

4.11.1 Obtencion de laminillas siliconadas

Se sigui6 el método original descrito por Higashi et al (15), con modificaciones por Shibayama et al
(36). Porta objetos de vidrio de 27x75 mM fueron cortados longitudinalmente en tres partes, se
lavaron con detergente y se dejaron en mezcla cromica 12 horas. Se lavaron al chorro del agua, se
enjuagaron en agua destiiada y se secaron al horno a 37 °C. Las laminillas se colocaron
verticalmente en un vaso de precipitado y se sumergieron 15 minutos en una solucion al 2% de
dimetil-silicona en tetracloruro de carbono. Se decanté la solucion, se escurrieron las laminillas y se

llevaron al horno a 300 °C durante una hora para estabilizar el silicon.

Morica A. Quintana Pérez 28
MODIFI.DOC



Por medio de pinzas metalicas se retira una laminilla y se sumerge en agua; si esta bien
siliconada, debe ser totélmenle repelente. El medio de cultivo YNB (6.7 pg/por 100 mL) fue
preparado en buffer suplementado con glucosa al 1% y asparagina al 0.15%. Esterilizado por
filtracion y diluido 1 a 10 en agua destilada esiéril (10x). En condiciones estériles fue distribuido en

tubos de 12x125 mM en cantidad de 1 mL.

4.11.2 Determinacion de la concentracion del inoculo en la laminilla siliconada.

La suspension (indculo) de la cepa C. albicans ATCC 10231 fue utilizada para esta determinacion.

En esta suspension en condiciones estériles fueron introducidas laminillas siliconadas a diferente
profundidad 0.5, 0.75, 1.0 y 1.25 cm. Estas laminillas fueron colocadas en tubos con una solucion
estéril de tween 80 al 1% y posteriormente de cada tubo, se realizaron diluciones 1:100, 1:1,000 y

1:10,000.

De cada dilucion fue tomado 0.1 mL y depositado en placas de petri, agregandoles 20 mL de Agar
Sabouraud Glucosa a temperatura de 45°C, homogeneizando el medio e incubadas las cajas a
37°C durante 24 horas para cuenta en placa. De estas diferentes laminillas, la sumergida en 1 cM.
correspondio a una concentracion de 100,000 ufc/mL y fue la utilizada en este ensayo. Las
concentraciones utilizadas en miconazol estuvieron en el rango de 1.25 a 160 ug/mL y del

ketoconazol entre 5 y 160 pg/mL. Los testigos utilizados sélo contenian el medio YNB 10x.
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La prueba fue realizada sumergiendo 1 cM una laminilla siliconada en cada inéculo de los
diferentes aislamientos y posteriormente transferida a los tubos que contenian 1 mL del medio YNB
10x Los tubos fueron incubados a 35° C y las lecturas fueron realizadas a las 24 horas,
considerando una prueba positiva cuando habia crecimiento en el tubo y una prueba negativa

cuando habia ausencia de el. En esta prueba fueron incluidos 46 aislamientos de C. albicans y 12

de C. glabrata.
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RESULTADOS.

1. Examen Microscépico

De los 403 muestras estudiadas, 84 de ellas revelaron levaduras, para un 20.84% global. En 72
muestras hubo presencia de pseudomicelio y micelio septado hialino, mientras que en 12 muestras
solo se observaron levaduras y blastoconidios. En estas muestras no hubo presencia de
Trichomonas. Escherichia coli, Klebsiella, spp. y Proteus spp. fueron las bacterias gram negativas

asociadas con mas frecuencia.

2. Cultivo

E! cultivo fue positivo en 86 muestras. En 2 de ellas no fue posible aislar las levaduras en cultivo
puro, y estas fueron descartadas. De los 84 aislamientos restantes, 72 de ellos formaron tubo
germinativo y clamidoconidios, correspondiendo estas cepas, a la especie Candida albicans
(85.71%). 12 cepas no presentaron estas caracteristicas y las pruebas bioquimicas positivas en
asimilacion y fermentacion para glucosa y trealosa, ubicaron a estos cultivos en la especie Candida

glabrata para un 14.28%.

3. Actividad " in vitro” del ketoconazol y miconazol

3.1YMA pH65

Las graficas 1,2y 3 presentan los porcentajes de resistencia al ketoconazol y miconazol, de los 72
aislamientos de C. albicans, y de los 12 aislamientos de C. glabrata. Referente a C. albicans un

58.3% de cepas es resistente a la concentracionde 1.25 pg/mL de ketoconazol.
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Esta resistencia va disminuyendo al aumentar la concentracion y al tener 20 pug/mL existe un
porcentaje bajo de resistencia de 6.45%, mientras que a 40 pg/mL todos los aislamientos son
sensibles. El valor predictivo de MIC 50 (concentracion que inhibe al 50% de las cepas) quedaria
por arriba de 1.25 ug/mL, mientras que el MIC 90 (concentracién que inhibe el 80% de las cepas)

estaria entre los valores de 10y 20 ug/mL.

En relacion al miconazol, este antimicotico exhibe mayor actividad sobre los cultivos. A la
concentracion de 1.25 ug/mL, un 16.2% es resistente, en consecuencia el MIC 50 de los 72 cultivos
estaria muy por abajo de esta concentracion. A 2.5 pg/mL existe un 8.13% de resistencia , mientras
que a 10 yg/mL ninguna cepa es resistente. El valor predictivo del MIC 90 quedaria entre los

valores 1.25y 2.5 ug/mL.

Respecio a C. glabrata los 12 aislamientos fueron sensibles a la concentracion de 1.25 pg/mL de

ambos antimicéticos. Los MIC 50 y MIC 90 para las dos sales son menores a 1.25 ug /mL.
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GRAFICA 1
Comportamiento de Candida albicans al ketoconazol en YMA pH 6.5
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GRAFICA 2
Comportamiento de Candida albicans al miconazol en YMA pH6.5
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GRAFICA 3

Comportamiento de Candida glabrata al miconazol y ketoconazol en YMA pH 6.5
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3.2 Influencia del pH, YMA pH 4.4

El comportamiento de ambas especies se ilustra en las gréficas 4, 5, y 6. Existen cambios
importantes en los dos antimicéticos. Los cultivos de C. glabrata todos son resistentes a las
concentraciones de 1.25, 2.5 y 5 ug/mL, mientras que a 10 pg/imL. Un 88.88% son también
resistentes. A los valores de 20 y 40 ug/mL decrece mucho la resistencia hasta un 11.11% para que

a la concentracion de 80 pg/mL no existen ya cepas resistentes. Con estos datos, los valores

predictivos de MICS0 y MIC90, estarian el primero entre 10 - 20 ug/mL y el segundo entre 40 y 80

Hg/mL.

En C. albicans las variaciones con ketoconazol son también importantes. A la concentracion de
1.25 pg/mL se observa 47.05% de resistencia, la que va disminuyendo conforme aumenta la
conbentracién del antimicético, sin embargo a la concentracion de 80 pg/mL todavia se presenta un
9.8% de resistencia, mientras que a 160 ug/mL ya no hay cepas resistentes. Con estos valores el

MIC 50 quedaria por abajo de 1.25 pug/mL, mientras el MICS0 estaria muy cercano a 80 ug/mL.

Situacion similar ocurre en el miconazol donde un 54.9% es resistente a la concentracion de 1.25
pg/mL, esta resistencia va disminuyendo, y a la concentracion de 20 pg/mL no hay cepas
resistentes. Los valores predictivos de MIC 50 y MIC90 estarian el primero muy cercano a 2.5

pg/mL, y el segundo entre 5 y 10 pg/mL.
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GRAFICA 4
Comportamiento de Candida glabrata al ketoconazol y miconazol en YMA pH 4.4
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GRAFICA §
Comportamiento de Candida albicans al miconazol en YMA pH 4.4
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GRAFICA 6
Comportamiento de Candida albicans al ketoconazol en YMA pH 4.4
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3.3 Influencia del medio de cultivo, Agar Sabouraud Glucosa

Las gréficas 7, 8, 9 y 10 refieren los datos encontrados. En relacién al miconazol, los aislamientos
de C. glabrata presentan una resistencia del 91.6% a 5 ug/mL, mientras que a 7.5, 10, 125y 15
Hg/mL no hay cepas resistentes. Los valores predictivos de MIC50 y MIC90, estarian ambos valores

en el intervalo de 5 -7.5 pg/mL.
En ketoconazol acontece una situacion diferente debido a que a la concentracién de 15 pg/mL
todavia existe un 83.3% de cepas resistentes, con lo que los valores de MIC50 y MIC90 quedarian

muy por arriba de esta concentracion.

En el caso de los aislamientos de C. albicans frente al miconazol, a la concentracion de 5 pg/mL

existe un 11.2% de resistencia y a las concentraciones de 7.5, 10, 12.5 y 15 pg/mL ya no hay

desarrollo de ninguna cepa. Los valores de MIC50 y MIC90 estarian por abajo de 5 ug/mL los dos.

Respecto al ketoconazol el porcentaje de resistencia es alto a 5 pg/mL (85.48%) y disminuye a
45.16% a la concentracion de 15 pg/mL. EI MIC50 estaria entre 12.5 y 15 pug/mL, mientras que el

MICS90 quedaria por arriba de 15 pg/mL.
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GRAFICA 7
Comportamiento de Candida glabrata al miconazol en ( ASG ) pH 5.6
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GRAFICA 8
Comportamiento de Candida glabrata al ketoconazol en (ASG) pH 5.6
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GRAFICA 9
Comportamiento de Candida albicans al miconazol en (ASG) pH 5.6
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GRAFICA 10
Comportamiento de Candida albicans al ketoconazol en { ASG ) pH 5.6
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3.4 Uso de laminillas siliconadas. YNB pH 7.0

Las gréficas 11,12,13 y 14 refieren los resultados encontrados. Las dos especies presentan baja
resistencia al miconazol a la concentracién de 1.25 pg/mL (C. glabrata 8.3% C. albicans 2.17%). Al
ketoconazol ambos grupos de cepas también presentan baja resistencia a 5 yg/mL (C. glabrata
8.3%, C. albicans 4.34%). EI MIC 50 y MIC 80 para C. glabrata en miconazol estarian por abajo de
1.25 ug/ml, mientras que en el ketoconazol ambos valores estarian por abajo de 5 ug/ml..
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GRAFICA 11
Comportamiento de Candida glabrata al miconazol en YNB con laminilla siliconada pH 7.0
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GRAFICA 12
Comportamiento de Candida glabrata al ketoconazol en YNB con laminilla siliconada pH 7.0
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GRAFICA 13
Comportamiento de Candida albicans al miconazol en YNB con laminilla siliconada pH 7.0
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GRAFICA 14
Comportamiento de Candida albicans al ketoconazol en YNB con laminilla siliconada pH 7.0
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Por ultimo el cuadro Il resume los valores predictivos del MIC50 y MICS0 encontrados en los

diferentes medios de cultivo, asi como los MIC obtenidos en las cepas de referencia ATCC de C.
albicans y C. glabrata.
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Cuadro Il
Comportamiento de C. albicans y C. giabrata al ketoconazol y miconazol en diferentes medios de culthvo.

C. albicans C. glabrate
Ketoconazol (ng/mL) Miconazol (ugfml) Ketoconazol ) !hug_l;l m
Medio de Cuttivo MIC SO MIC S0 MIC SO MIC SO MIC SO MIC 80 MIC SO MIC 80 Capes de Referencia
Yeast morphology 1.25-25 10-20 <125 125-25 <125 <15 <15 <15 C.abicens ATCC
agar pH 65 10231 istoconazol
Candida glabrata MIC 40 pgiml
12 aislamientos C._ . miconazol S pgiml
albicans 72 C.glabrats ATCC
sislamientos 10238 istoconazol
MIC <125 ug/ml
miconaznl <1.25
— _pgml
Yeast morphology <1.25 40-80 125-25 5-10pg/mL 10-20 40 -80 <125 <125 C.abiceng
agarpH 4.4 fatoconazol MIC >40
Candida glabrata 9 ug/mi miconaml S
aislamientos C._ poiml.
albicans 51 C. giebrete
aislamientos iatoconazol MIC > €O
pg/ml miconazol S
— — pgmi.
Agar Sabouraud 125-15 >15 <5 <5 >15 >15 <S5 <5 C. abicens
Glucosas pH 5.6 lstoconazol MIC >15
Candida glabrata pg/ml. miconazol<
12 aislamientos C._ Spgiml.
albicans 72 C.glabraty
aislamientos imtoconazol MIC > 15
pg/mi. miconaznl
. - MIC10 pg/ml
Yeast Nitrogen <S <5 <125 <125 <5 <5 <15 <125 C._abicens
base pH 7.0 i fstoconazol MIC S
laminilla siliconada po/mi miconazol 1.25
Candida glabrata poml
s C.owbrea
albicans 46 cepas latoconazol MIC <S5
po/mi. miconazol
wic<1Zupm |
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Fig. 1. Levaduras con Blastoconidios, pseudomicelio e hifas de C. albicans en exudado vaginal.
Schiff, 320x.

Wi Yo,

Fig. 2. Pseudo micelio e hifas en el género Candida. Contraste de fase (CF), 320);
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Fig. 4 C. albicans. Produccion de clamidosporas en harina de maiz. (CF), 320x.
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COMPORTAMIENTO DE C. albicans AL KETOCONAZOL. YEAST MORPHOLOGY AGAR, pH 6.5.
REPLICADOR DE STEERS.

La primera placa corresponde a los testigos sin droga, mientras que la segunda incluye treinta dos
cepas problema. La presencia de boton blanco en las cepas problema es indicador de resistencia,
mientras que su ausencia se relaciona con susceptibilidad.

Fig. 6. Nueve cepas resistentes a 20 pg/mL.
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Fig. 7. Ninguna cepa resistente a 40 ug/mL.

COMPORTAMIENTO DE C. albicans AL MICONAZOL. YEAST MORPHOLOGY AGAR (YMA), pH
6.5. REPLICADOR DE STEERS.

La primer placa corresponde a los testigos sin droga mientras que la segunda incluye treinta y dos
cepas problema. La presencia de boton blanco el las cepas problema es indicador de resistencia,
mientras que su ausencia se relaciona con susceptibilidad.

Fig. 8. Siete cepas resistentes a 1.25 ug/mL.
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Fig. 10. Ninguna cepa resistente a 5 ug/mL.
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COMPORTAMIENTO DE C. albicans AL KETOCONAZOL. AGAR SABOURAUD GLUCOSA, pH
5.6. REPLICADOR DE STEERS.

Fig. 11. Corresponde a la placa testigo que incluye treinta y dos cepas en el medio sin droga.

Las figuras 12 y 13 exhiben concentraciones de 5 y 15 ug del farmaco. La presencia de boton
blanco en las placas problema es indicador de resistencia, mientras que su ausencia se relaciona
con sensibilidad.

Fig. 12. Cinco cepas sensibles a 5 ug/mL.
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Fig. 13. Ocho cepas sensibles a 15 ug/mL.

COMPORTAMIENTO DE C. albicans AL MICONAZOL. AGAR SABOURAUD GLUCOSA, pH 6.5.
REPLICADOR DE STEERS.

4

La figura 14 muestra la placa que incluye treinta y dos cepas problema. Las figuras 15y 16, revelan
concentraciones de 5 y 10 pg/mL. La presencia de botdn blanco en las placas problema es
indicador de resistencia, mientras que su ausencia se relaciona con sensibilidad.
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Fig. 16. Ninguna cepa resistente a 10 pg/mL del farmaco.
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COMPORTAMIENTO DE C. albicans AL KETOCONAZOL Y MICONAZOL. YEAST NITROGEN
BASE (YNB), pH 7 LAMINILLA SILICONADA.

La presencia de turbidez o crecimiento en el fondo (boton blanco) es indicador de resistencia,
mientras que su ausencia se relaciona con sensibilidad.

Cendide slbicena sislads de exudados vaginales

W.TGCONAZOL, 10 ug/mb

Fig. 17. Siete cepas resistentes a 10 yg/mL de ketooonazol.. Una cepa sensible, primer tubo de
zquierda a derecha.

Fig. 18. Dos cepas resistentes a 10 pug/mL de miconazol (tubos 4 y 5). Seis cepas sensibles.
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DISCUSION.

El resultado global de un 20.84 % de vaginitis ocasionada por levaduras del género Candida
coincide con los datos descritos por otros autores , que senalan airededor del 25% en este tipo de

pacientes (20).

Conviene destacar también el valor de los recursos de laboratorio en el diagnéstico de la vaginitis:
El examen microscopico directo revela claramente los elementos parasitarios de estas levaduras y
el cultivo complementa la observacion microscopica, permitiendo ademas la identificacion del
agente causal. La observacion con hidroxido de potasio al 20% tiene la ventaja de proporcionar
resultados inmediatos, sin embargo tiene el inconveniente de formar abundantes artificios que
pueden semejar elementos parasitarios levaduriformes. La coloracion de las muestras evitan este
problema. El Gram y de preferencia el Schiff revelan con claridad las levaduras, hifas y
pseudomicelio en las muestras clinicas. Un examen microscépico positivo se relaciona con
colonizacion del drea afectada y apoya el diagndstico de vulvovaginitis candidiasiaca cuando existe

un cuadro sugestivo (9).

Es indispensable que sélo se examinen muestras recién obtenidas. No obstante que el nimero de
muestras no parece afectar el diagnostico, es conveniente que se utilicen varias muestras para

cultivo.
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Las levaduras del género Candida practicamente crecen en cualquier medio de cultivo. Varios
medios se recomiendan para el aislamiento directo (Agar Sabouraud, Agar Micosel, Agar Biggy).
Las levaduras desarrollan a temperatura ambiente, pero el intervalo entre 28 y 37°C favorecen un

mayor crecimiento (31).

Se ha sugerido que el nimero de levaduras presentes en las muestras clinicas es importante para
confirmar el diagndstico de candidiasis. Casi siempre existe relacion entre el examen microscépico
y un cultivo positivo. Los dos recursos de laboratorio aportan informacion Util en el manejo de la

vulvovaginitis.

Referente a la etiologia las especies encontradas; C._albicans (85.71%) y C. glabrata (14.28% )
son las de mayor importancia (20), y el hecho de no haber aislado otras especies coincide con la

baja frecuencia de estas reportada por otros autores (33).

La identificacion de los cultivos no implica mayores dificultades, ya que es muy clara la morfologia
que despliegan los cultivos y ademas, la formacion de tubo germinativo y clamidosporas son
caracteristicas constantes en C. albicans , mientras que la asimilacion y fermentacion de glucosa y

trealosa lo son en C. glabrata.

Respecto a los antimicdticos utilizados conviene sefalar que si bien existen varios solventes, la

mayoria de las soluciones con el agua tienden a precipitarse.
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En el caso del miconazol (16) se ha descrito buena estabilidad en agua destilada, sin embargo e!
metanol al 10% utilizado como mejor solvente, sélo permite conservar las soluciones de trabajo a -
70°C 6 -20°C durante una semana. En este estudio los tres medios de cultivo utilizados; YMA, YNB

y ASG no exhibieron alteraciones al agregarles las soluciones de trabajo de los dos antimicoticos.

Referente a la actividad "in vitro" exhibida por los dos imidazoles, el miconazol presenta mejor
actividad que el ketoconazol. Existe mayor susceptibilidad en los aislamientos de C. glabrata que

en C. albicans. Los valores de MIC 50, y MIC 90 al ketoconazol y miconazol en medio sdlido (YMA,

pH 6.5) ésta’n por abajo de 1.25 pg /mL. En el caso de miconazol coinciden estos valores con los
encontrados en medio liquido (YNB), excepto en el ketoconazol, donde los valores de MIC50 y MIC

80 aumentan 2 diluciones para estar entre 2.5y 5 pug /mL.

Este aumento en la concentracion minima inhibitoria (MIC) en el ketoconazo!l esta en relacion con la
disminucion de la actividad de la sal cuando se utilizan medios liquidos (34). Estos valores estan
por abajo de los descritos por Dixon et al. (7) que sefialan con miconazol una dosis media de

inhibicion de 19.7 ug/mL, para C. albicans y 9.19 yg/mL para C. glabrata.

E! nimero de aislamientos en estos estudios es determinante, asi como el método y factores
reconocidos que afectan las pruebas de susceptibilidad. Gordon et al (11) encontraron un intervalo
de MIC para C glabrata de 0.039 a 0.625 ug/mL con ketoconazol, mientras que con miconazol el
intervalo se extendia de 0.039 a 1.25 pg/mL. En C. albicans los MIC encontrados fluctuaron entre

0.002y 20 ug/mL para ketoconazol y son mas altos para miconazol (0.004 - 40 pg/mL).
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Nuestros resultados en C. glabrata son muy similares, pero en C. albicans, encontramos mejor
actividad con el miconazol, mientras que las mayores variaciones ocurren con ketoconazol, donde

el MIC 90 encontrado en 72 aislamientos estuvo entre 10 y 20 ug/mL.

En un estudio con el mayor nimero de aislamientos de C. glabrata (28) encontraron un intervalo de
MIC 50y 80 entre 0.025y 0.10 pg/mL péra miconazol y 0.20 a 0.78 pg/mlL para ketoconazol. En C.

albicans el MIC 50 y el MIC90 tuvieron el mismo valor de 0.025 ug/mL, sin embargo como ya

senalamos, la falta de un método estandar en las pruebas de susceptibilidad origina grandes

variaciones en los MIC obtenidos en los diferentes estudios para C. albicans y C. glabrata.

Existen diferencias marcadas al utilizar medio de cultivo con y sin buffer, asi como también
variaciones en el pH. La disminucion del pH origina incrementos importantes en los MIC de casi
todos los aislamientos de C. albicans y C. glabrata. Los cambios del pH afectan mas la actividad
del ketoconazol que la del miconazol, los datos son concluyentes y confirman el uso indispensable
de un buffer en las pruebas de susceptibilidad. El buffer de fosfato monopotasico no es la solucion
recomendada en la actualidad, sin embargo es el que mayor capacidad reguladora tiene y ademas

es una sal comun y de facil disponibilidad en los laboratorios.

Es conveniente senalar que al utilizar este buffer con el medio YMA, ocurre precipitacion del medio
apH 7.0y 7.4, sin embargo, al disminuir el pH a 6.5 se evita este problema ya que este valor del pH

se ajusta muy bien al intervalo recomendado para las pruebas de susceptibilidad (20).
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El uso del replicador de Steers tiene grandes ventajas cuando se tiene una carga de trabajo
elevada, sin embargo uno de los factores que probablemente mas interfiera en la prueba es que los

inéculos en las placas de acero permanecen en condiciones estacionarias mientras se realiza la

prueba.

El uso de testigos antes y al terminar la prueba garantiza su validez, sin embargo la prueba
requiere un tiempo considerable en su ejecucion y no es conveniente incluir mas de una placa por
dia. Los resultados obtenidos por este método confirman las variaciones importantes que ocurren

durante el tiempo de incubacion (2).

Es conveniente senalar que los aislamientos de C. glabrata requieren mayor tiempo de desarrollo
y es necesario que la lectura se realice a las 48 horas. El uso de cepas de referencia en las
pruebas de susceptibilidad es fundamental debido a que es probable la reproducibilidad de
resultados en los diferentes laboratorios. En los ultimos afos la mayoria de los laboratorios han
destacado su importancia, pero desafortunadamente su uso no se ha generalizado. Los valores de

referencia disponibles de MIC no incluyen las cepas utilizadas en este trabajo.

Los MIC encontrados para C. glabrata ATCC 10238 coinciden con los registrados en la literatura
para miconazol y ketoconazol (34). En este estudio los MIC 50 y 90 estan por abajo de 1.25 pg/mL
en los dos imidazoles, mientras que los valores en la literatura para ketoconazol estan entre 1y 64

pg/ml, y para miconazol entre 0.5y 10 pg/ml..
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Un dato importante es que los MIC en medio liquido y sélido fueron semejantes en miconazol,
mientras que en ketoconazol. inesperadamente fueron mas altos. Estos valores pudieran tener
relacién con el tamaito del indculo (3) que fue mas alto en medio liquido y también que los azoles

tienden a presentar alteraciones mientras mas diluidas estén las sales (8).

En relacion a la comparacion del medio de cultivo, las variaciones encontradas confirman que el
Agar Sabouraud Glucosa no es un medio adecuado para realizar pruebas de susceptibilidad con
antimicéticos, este hecho ya citado por algunos autores (34) parece afectar mas las pruebas con

ketoconazol que con miconazol, y las variaciones tanto en C. albicans como en C. glabrata originan

cambios importantes en los MIC.

Los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad demuestran una mejor actividad de!
miconazol ya que, los aislamientos estudiados de C. albicans y C._glabrata no presentan MICs
elevados y aparentemente no existen cepas resistentes aunque en la literatura existan ya registros

de resistencia (29).

En México practicamente no se dispone de estudios al respecto y los datos existentes (32) sefialan
una media de MICs muy baja tanto para miconazol como ketoconazol. Los resultados encontrados

en Ketoconazol sefnalan una menor actividad en los aislamientos de C. albicans.
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Los valores encontrados sugieren que no se trata de resistencia adquirida, sino mas bien son
valores relacionados a una resistencia natural de especie, ya que algunas cepas aisladas antes del

uso de los imidazoles presentan MIC también elevados.

No obstante conviene seiialar que el MICS0 para medio sélido para los 72 aislamientos de C.
albicans fluctia entre 10 y 20 ug/mL. y en medio liquido fue menor de 5 ug/mL. Estos valores no
distan mucho de la concentracion sérica, promedio del ketoconazol que es de 4 -6 ug/mL (37) por lo

que estos resultados descartarian la aparicion de resistencia adquirida en nuestros aislamientos.
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CONCLUSIONES.

Por ltimo consideramos destacar las siguientes conclusiones:

1.

Las pruebas de susceptibilidad son necesarias para evaluar la actividad "in vitro" de los
antimicoticos. En este estudio las pruebas en agar y medio liquido demuestran una mayor

actividad del miconazol sobre el ketoconazol.

. EI pH de los medios de cultivo interfiere con la actividad "in vitro" de los antimicéticos: El intervalo

de 4.4 a 5.6 origina una disminucion en la actividad del miconazol y ketoconazol, mientras que el

intervalo de entre 6.5 y 7.0 exhibe los mejores resultados.

. Los medios de cultivo complejos como el Agar Sabouraud Glucosa interfieren en la actividad de

los imidazoles. Los medios de cultivo sintéticos son los mas adecuados para estas pruebas. Los
medios con agar revelan resultados reproducibles, mientras que los medios liquidos disminuyen

la actividad del ketoconazol pero no del miconazol.

El uso de una laminilla siliconada como soporte de un inoculo constante en medios liquidos
aporta gran utilidad. Facilita la interpretacion de resultados y permite hacer estudios de los

cambios morfolégicos que originan los antimicéticos en las levaduras.
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5. En este estudio los aislamientos de Q_l_fld_ig_g glabrata fueron mas susceptibles al miconazol y
ketoconazol que los de C. albicans ho se encontré ninguna cepa resistente al miconazol o
ketoconazol en 72 aislamientos de C. albicans y 12 de C. glabrata. La concentracién minima
inhibitoria promedio (MIC 50 y MIC 80) para ambas especies en los dos antimicéticos fue menor
de 1.25 pg/mL. Esta concentracion queda por abajo de las concentraciones en ;uaro que
alcanzan ambos antimicéticos (2 -6 pg/ml).
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APENDICE.

Agar Sabouraud Glucosa
Glucosa 4009
Peptona 100¢g
Agar 150¢g
Agua destilada 10L
pH final 56

Suspender 65 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Hidratar de 10 a 15 minutos.
Mezclar bien hasta que se obtenga una suspension uniforme. Calentar, agitando frecuentemente
hasta la disolucion completa del agar. Distribuir en tubos de ensaye, siete mL del medio, esterilizar

a 118°C (no mas de 15 Ibs. de presion) durante 15 minutos.

Agar Harina de Maiz Tween 80 Azul de Tripano.

Harina de Maiz 200g
Tween 80 5.0mL
Azul tripano en sol. al 0.5% 0.5mL
Agar 1004g
Agua destilada 500.0 mL

Colocar la harina de maiz en un matraz Erlenmeyer y agregar lentamente el agua destilada con

agitacion constante.
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Lievar a baflo Maria a 65 °C durante una hora: Filtrar, adicionar el agar, el tween 80 y el azul de
tripano. Disolver el agar por caloniamionto y esterilizar el medio a 121°C durante 15 minutos. Dejar

enfriar el medio aproximadamente a 45 °C y en condiciones estériles, distribuir en cajas de petri en

cantidades de 25 mL.

Agar Biggy

Citrato de amonio y bismuto 509
Sulfito de sodio 309
Dextrosa 1009
Glicina 1009
Extracto de levadura 109
Agar 16.0g
Agua destilada 10L

Disolver los componentes en el agua destilada y calentar hasta llegar a ebullicion, no mas de un
minuto. Dejar enfriar el medio (45 a 50°C) y distribuir en cajas de petri en cantidad de 20 mL. No

esterilizar en autoclave.
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Yeast Nitrogen Bage.
Sulfato de amonio
Fosfato Monopotasico
Sulfato de magnesio
Cloruro de sodio
Cloruro de calcio
DL-metionina
DL-tryptofano
L-Clorhidrato de histidina
Yoduro de potasio
Inositol

Acido bérico

Sulfato de zinc

Sulfato de manganeso
Clorhidrato de tiamina
Clorhidrato de piroxydina
Niacina

Pantotenato de calcio
Acido p-aminobenzoico
Riboflavina

Cloruro férrico

Molibdato de sodio

Minica A, Quintana Pérez

50¢g
10¢g

01¢g
01g
200mg
20.0 mg
10.0mg
0.1mg
2,000.0 g
500.0 g
400.0 ug
400.0 ug
400.0 g
400.0 ug
400.0 ug
400.0 pg
200.0 pg
200.0 ug
200.0 ug

200.0 ug
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Sukato de cobre 40.0 ug

Acido félico 20 ug
Biotina 20 g
Agua destilada 1L

Esterilizar por filtracion y distribuir en tubos de 14x115 mM en cantidades de 4.5 mL.

Agar Gorodkowa

Glucosa 25¢g
Cloruro de sodio 509
Extracto de carne 1009
Agar 1509
Agua destilada 1L

Disolver por calentamiento, envasar 5.7 mL en tubos de 16x 150 mM y esterilizar a 15 Ib durante 15

minutos.
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Agar Micosel

Peplona 100¢g
Glucosa 100¢g
Ager 165¢
Ciclohexamida 049
Cloranfenicol 005¢g
Agua destilada 1L
pH final 6.9

Los componentes del medio ya sea por reactivos individuales o por mezclas comerciales (Difco,
Bioxon, Merck), deben disolverse completamente en agua destilada, calentando la solucion.

Distribuir el medio en los recipientes adecuados y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

KOH al 20%

Hidréxido de potasio 200g
Agua destilada 100.0 mL
Tincion de Gram

Solucion A, cristal violeta de Hucker:
Cristal violeta (90% de pureza) 204g

Alcohol etilico, 95% 200 mL
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Solucién B.
Oxalato de Amonio 08g
Agua destilada 80.0¢g

Mezclar las soluciones Ay B Guardar en un frasco durante 24 horas y filirar a través de papel filtro.

Solucién de lugol de Gram.

Yodo 109
Yoduro de potasio 209
Agua destilada 300.0 mL

Colocar el yoduro de potasio en un mortero, agregar el yodo y realizar la molienda por espacio de
5-10 segundos. Agregar un mL. de agua y proseguir triturando, después afadir 5 mL mas de agua
destilada y continuar la molienda por ultimo agregar 10 mL de agua destilada. Colocar el reactivo en
un frasco. Enjuagar el mortero y el pistilo con agua destilada hasta finalizar el volumen total de los

300 mL.

Colorante de contraste o solucion patron
Safranina 259
Alcohol etilico, 95% 100.0 mL
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Disolver el colorante en un mortero, dejar 24 horas en reposo y filtrar. Para su uso adicionar 10 mL

de solucién patrén a 80 mL de agua destilada, mezclar y guardar en un frasco gotero.

Procedimiento de Coloracién.

1. Secar la muestra al aire y fijarla por calor, paséndola ligeramente por la flama de un mechero 3 6
4 veces.

2. Colorear la laminilla con la solucion de cristal violeta oxalato de amonio durante un minuto, lavar
brevemente con agua de la llave por no més de 5 minutos.

3. Aplicar la solucion de lugol de gram durante un minuto, después lavar con agua de la llave.

4. Decolorar con alcohol etilico al 95 %, hasta observarse un color azul uniforme sobre la superficie
del portaobjeto. Aproximadamente 30 segundos.

5. Lavar, secar el exceso de agua aplicar el colorante de contraste de safranina, por un minuto.

6. Lavar y secar al aire, observar al microscopio con objetivo de inmersion.

Técnica del acido peryodico de Schiff (PAS)

Reactivo de Coleman-Feulgen.

Disolver un gramo de fucsina basica en 200 mL de agua destilada caliente y llevar a punto de
ebullicion. Enfriar y agregar 2 g de metabisulfito de potasio y 10 mL. de acido clorhidrico normal.
Tapar el recipiente y dejar decolorar 24 horas. Agregar 0.5 g de carbén activado, agitar un minuto y

filtrar. Repetir las filtraciones hasta que la solucion no presente color. Guardar en el refrigerador.
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Soluclén de &cldo clorhidrico Normal.

Acido clorhidrico 37 %, densidad 1.19 8.35mL

Agua destilada 91.65mL

Solucién de verde luz al 0.2 %

Cristales de verde |uz 02¢g

Agua destilada 1000 mL

Acido acético glacial 0.2mL

Procedimiento

1. Fijar los frotis (exudado e improntas)al calor. En caso de cultivo en laminilla o porta objetos,

2.
3.

agregar metanol como fijador con un tiempo de exposicion de uno a dos minutos y escurrir la
laminilla.
Cubrir con acido peryddico durante cinco minutos (oxidante).

Lavar en agua de la llave.

4. Agregar solucion de Coleman-Feulgen por 15 minutos.

5. Lavar al chorro del agua de la llave, hasta desarrolio de un color rosa, si la laminilla presenta un
color intenso, decolorar ligeramente con una solucion de cloro al 5%.

6. Pasar a la solucion de verde luz durante unos pocos segundos.

7. Lavar con agua de la llave y dejar secar para su observacion microscopica.

8. Si se quiere tener una preparacion permanente, después de lavar con agua, hacer pases
seguidos en alcohol de 70, 85 96 y absoluto.

9. Hacer un pase en xilol y montar con resina sintética o nalgeno.
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10.

1.

12.
13.

14.
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