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1.INTRODUCCION

En los dltimos afos, la candidiasis se ha convertido en un problema de salud publica
debido a las tasas de mortalidad y morbilidad asociadas; sobre todo en enfermos
inmunosuprimidos o enfermedades subyacentes (Pfaller, 2007). Al igual que otras
enfermedades, en la candidiasis es esencial realizar un diagndstico lo mas certero
y temprano posible que permita establecer un tratamiento antifingico precoz para

limitar al maximo sus consecuencias.

Desde el afio 2001 se ha aprobado un namero importante de antifingicos por las
entidades reguladoras del uso de medicamentos en humanos. A pesar de sus
diferentes indicaciones, hay una dificultad importante para evaluar su eficacia clinica
y su seguridad basada en los resultados de ensayos clinicos comparativos. (Kim,
2007)

Los polienos como Anfotericina B y Nistatina, son moléculas macrélidas con
cadenas insaturadas que, probablemente, tienen el mayor espectro de actividad
antifingica de todos los farmacos disponibles. Anfotericina B se licencié en 1957
como farmaco de uso clinico a pesar de su toxicidad y escasa solubilidad, y se
convirti6 en aquellos afios en el primero y casi Unico tratamiento eficaz de las
infecciones fangicas sistémicas. Nistatina, en su formulacion convencional, produce
unos efectos toxicos tan graves que no puede emplearse en infusion parental y solo
se emplea en forma de unglientos o soluciones en infecciones superficiales.(Ruiz,
2009).

Ambos polienos se unen a los esteroles (ergosterol, colesterol), que forman parte
de la membrana fungica. La unién con los esteroles de membrana genera la
formacion de canales por los que la célula fungica pierde iones y moléculas
carbonadas. (Ruiz, 2009)

Fluorocitosina o 5-fluorocitosina es el Unico antifungico disponible perteneciente a
la clase de las pirimidinas, aunque su limitada actividad fue reduciendo su uso en la

practica clinica y en la actualidad apenas se utiliza. Dicho farmaco fungistatico




penetra en el interior de la célula fungica tras contactar con una enzima de

membrana llamada citosina permeasa. (Ruiz, 2009)

Los azoles constituyeron uno de los principales avances terapéuticos de la
micologia. Su amplio espectro de actividad y sus reducidos adversos modificaron el
panorama de los antifingicos, en unos afios en los que solo existia anfotericina B
convencional y fluorocitosina. Los azoles se dividen en 2 familias que se distinguen
por las moléculas de nitrdgeno que contiene el anillo azolico: Imidazoles (2

moléculas) y triazoles (3 moléculas).

En dicha investigacion se utilizo la familia de los Imidazoles (ketoconazol, Miconazol
y Clotrimazol) los cuales tienen la capacidad de unirse con el grupo hemo, que forma
parte de muchas enzimas. En esta capacidad reside su actividad antifungica, ya que
varias de las enzimas que participan en la sintesis del ergosterol, presentan un

grupo hemo. (Ruiz, 2009)

El mecanismo de accién de los antifungicos es de suma importancia, siendo que la
sensibilidad a los antifungicos de los aislamientos clinicos en cada hospital, en la
candidiasis, asi como en otras infecciones graves, los tratamientos empiricos
iniciales efectivos son fundamentales para la resolucion de la infeccién. (Guzzetti,
2017)

Asimismo, los antifungicos presentan con frecuencia efectos secundarios y
colaterales, por lo que su margen terapéutico es estrecho lo que ha limitado su

utilizacién




2.MARCO TEORICO

2.1Candidiasis

2.1.1 Definicion

Micosis primaria o secundaria ocasionada por levaduras endégenas y oportunistas
del género Candida, especialmente Candida albicans. Las manifestaciones clinicas
son localizadas, diseminadas o0 sistémicas; puedes afectar piel, mucosas,
estructuras profundas y 6rganos internos. Las alteraciones histopatolégicas varian
desde inflamacién minima hasta supuracion o granuloma. La evolucion es aguda,

subaguda o cronica. (Arenas, 2011)

El género Candida abarca alrededor de 150 especies, la mayoria de las cuales no
afectan al hombre. C. albicans es una levadura dimorfa responsable del 70 al 80%
de las candidiasis. (Vilata, 2006)

La infeccion vaginal por especies de Candida, conocida como candidiasis
vulvovaginal (CVV), constituye una enfermedad inflamatoria aguda y una razén

frecuente de consulta ginecoldgica.

2.1.2 Generalidades de Candida albicans

Candida albicans es una levadura diforma, es decir, se desarrolla de forma distinta
en funcion de la temperatura de crecimiento, como levadura, normalmente a 37°C
en el huésped, y como hongo de aspecto filamentoso, a 25°C en la naturaleza.
Pertenece al filo Ascomycota y se reproduce de forma asexual por gemacion. En
forma de levadura presenta un aspecto de células redondas u ovaladas, de 3-8 x 2-
7 micras de tamafo, agrupadas en pequefios grupos, mientras que, en forma de
hongo filamentoso, las células se alargan y se diversifican tomando la apariencia de

filamentos, pseudo-hifas o pseudo-micelio. (INSHT, 2012)

El dimorfismo le permite evadir los mecanismos de defensa relacionados con la
inmunidad celular del hospedero. En forma de levadura se comporta como saprofita,

conviviendo en simbiosis con el hospedero, mientras que, en forma de hongo




filamentoso, se comporta como un parasito patégeno produciendo sintomas en el
huésped. Macroscopicamente, en agar Sabouraud crece formando colonias

blancas, blandas, cremosas y lisas. (INSHT, 2012)

Figura 1y 2. Colonia de Candida albicans en medio cromogénico. Blastoconidios y pseudohifas
(PAS, 100X) (Bonifaz, 2012)

2.1.3 Antecedentes histoéricos

Hipdcrates (460 a 337 a.C.) describid placas blanquecinas en la boca de pacientes
debilitados y en recién nacidos. Galeno (130 a 200 d.C.) las observo en nifios
enfermizos. En el siglo XVIIl era muy frecuente en Europa, y se identificé en recién
nacidos. En 1835, S. Verdn en su “Memoire sur le muguet” postuld la transmision
intrauterina y describié el primer paciente con candidosis (candidiasis) esofagica.
En 1837, J. Parrot y A. Trousseau reconocieron la forma oral y, en 1839, Bernhard
Rudolph Conrad von Langenbeck realiz6 el descubrimiento del organismo causal al
aislar un hongo en un paciente con aftas. En 1841, F. T. Berg demostro el origen
fungico de las lesiones bucales y reprodujo el padecimiento en nifilos sanos. En
1842, David Gruby describio este hongo, lo presento6 ante la Academie de Sciences,
de Paris como “le vrai muguet des enfants” (el verdadero muguet de los nifios);
asimismo, postulé la transmisién intrauterina y comunicé la primera candidosis, en

1847, el mismo autor clasifico al microorganismo como Sporotrichum, mas tarde, se




confundié con Monilia candida, aislada de vegetales en descomposicion. En 1844,
J. H. Bennett, en Edimburgo, aislo el hongo conocido hoy como Candida albicans
en el esputo de un paciente tuberculoso. En 1846, F.T. Berg, en Estocolmo,
reconocio6 las enfermedades debilitantes como el principal factor predisponente. En
1849, J. S. Wilkinson describié la localizacion vaginal. (Arenas, 2011)

En 1853, Charles Phllippe Robin, en Paris, denominé al hongo Oidium albicans y
sefalo la enfermedad sistémica, también en pacientes debilitados. En 1861, Zenker,
en Alemania, observdé un sujeto con infeccion cerebral por diseminacion
hematdgena. En 1875, D. Haussmann noto el vinculo entre candidosis vaginal de la
madre, y bucal del recién nacido. En 1877, P. Grawitz describi6 el caracter dimorfico
de esta levadura. En 1870y 1877, J. Parrot caracterizé en lactantes las modalidades
intestinal y pulmonar, respectivamente. En 1877, Granitz describio la morfologia de
C. albicans. En 1890, Wilhelm Zopf aceptdé como agente del algodoncillo un hongo
del género Monilia, que se habia aislado con anterioridad a partir de vegetales y que
hoy se sabe no pertenece al género de Candida. Lo denomind Monilia albicans e
inicié una gran confusién terminolégica en la literatura médica, esto debido en parte

a que Castellani acepto el mismo término. (Arenas, 2011)

En la literatura alemana, en 1890, Christian Georg Schmorl inform6 la afeccion
mucocutanea; en 1904, E. Dubendorfer, la inguinal y, en 1907, Jacobi, la cutanea.
En 1909, J. G. Forbes, en Londres, estudio a una nifia de tres y medio con afeccion
de lengua y ufias, que tal vez corresponde al primer caso mucocutaneo cronico.
(Arenas, 2011)

Durante la primera mitad del siglo XX se identificaron practicamente todas las

demas localizaciones.

En 1923, Christie Marie Berkhout, 70 afios después de los estudios de Robin,
transfirid las especies del género Candida y dio fin a muchos errores de
nomenclatura; 14 afios después, D. S. Martin especificdé las levaduras
pertenecientes a este género. En 1954, en el VIl Congreso de Botanica, se acepto
oficialmente el género Candida. En 1958, K. Benirshke y S. I. Raphael comunicaron

por vez primera la candidiosis congénita. Es interesante sefialar que tan sélo N. J.




W. Kreger-van Rij en el libro “The yeasts” (1984), un tratado de levaduras, lista por

lo menos 100 sinénimos para C. albicans (Arenas, 2011).
2.1.4 Etiologia

C. albicans causa casi el 80-90% de los casos de candidiasis vaginal; otras especies
de Candida son las causas de los casos restantes. Las levaduras pueden estar
presentes en la vagina en cantidades pequefias y no producir sintomas. Sin
embargo, si las condiciones de la vagina cambian de modo que favorecen el
desarrollo de las levaduras por sobre el resto de la flora vaginal normal puede
producirse una candidiasis. (Forbes, 2009)

Se ha sugerido que la ropa apretada y aislante predispone a la candidiasis
vulvovaginal al elevar la temperatura y la humedad de la vagina. Existen estudios
prospectivos que han encontrado una mayor prevalencia de portadoras de Candida
y con una mayor de microorganismos en las mujeres que vestian ropa ajustada en
comparacion con las que usaban ropa mas holgada. La disfuncion de las células
fagociticas o de la inmunidad celular (p.ej., tras un trasplante o quimioterapia)
también predisponen a la candidiasis vulvovaginal. Algunos autores creen que las
mujeres infectadas por el VIH sufren candidiasis vaginales con mayor frecuencia

qgue las mujeres VIH-negativas. (Mandell, Bennett y Dolin, 2006)

La contribucion del mecanismo de transmision sexual no esta clara. La incidencia
de la candidiasis vaginal aumenta con el inicio de la actividad sexual, pero la
incidencia también es mayor entre las mujeres que emplean anticonceptivos orales,
la esponja anticonceptiva o el dispositivo intrauterino, factores todos ellos que
coinciden con la actividad sexual. El hecho de poseer un nimero elevado de parejas
sexuales no se asocia con una mayor incidencia de infeccion por Candida. (Mandell,
Bennett y Dolin, 2006)

Las causas del crecimiento desequilibrado de Candida se debe sobre todo a dos
factores; primero, al alto consumo de azucares de la dieta actual (puesto que estos

organismos proliferan metabolizando glucosa) y segundo, al abuso de




medicamentos como los antibibticos orales (Aikin, 2012). En la tabla 1 se observan

diversos factores que desarrollan una candidiasis.

Tablal. Factores que disponen a candidiasis (Arenas, 2011)
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2.1.5 Patogenia

Candida habitualmente coloniza sistema digestivo y tracto genital femenino, sistema
respiratorio, piel y también tracto urinario en los pacientes portadores de cateterismo
vesical permanente. Por esto la mayoria de las infecciones son de origen enddgeno.
Ademas, se describe la via de transmision de humano a humano (por ejemplo, en
el recién nacido a través del canal de parto y en balanitis en el varon como resultado
del contacto con una pareja con vulvovaginitis). Otra puerta de entrada corresponde
a la inoculacion directa, observada en procedimientos neuroquirargicos. (Nogales,
2005)

Existen factores que facilitan el crecimiento de estas colonias predisponiendo la
infeccion como son excesiva humedad, disminucion de la flora bacteriana y

alteracién de la funcion fagocitaria y linfocitaria. (Nogales, 2005)

En las formas invasivas de candidiasis se producen un quiebre de la indemnidad de
las barreras locales por distintas situaciones como instrumentacion, cirugia y/o
quimioterapia. Se plantea que la principal causa de infeccion diseminada por

Candida es la iatrogenia. (Nogales, 2005)

Existen factores predisponentes de candidiasis dependientes del huésped o de
factores exdgenos:

-Inmunosupresion: especialmente cuadros que inducen a la granulocitopenia,
leucemia o linfoma con tratamiento citotdéxico, trasplante de G&rgano con

inmunosupresores, terapia corticoide y SIDA. (Nogales, 2005)

-Presencia de factor local favorecedor de la fungemia: abuso de drogas,
endocarditis por Candida, catéter central, instrumentacion o cirugia de mucosas

colonizadas. (Nogales, 2005)

-Sobrecrecimiento de hongos: terapia antibidtica de amplio espectro, SIDA,

neonatos prematuros, candidiasis mucocutanea cronica. (Nogales, 2005)




2.1.6 Factores de virulencia

C. albicans presenta una serie de factores de virulencia que facilitan la colonizacién
y la infeccion del hospedador. Entre ellos destaca el dimorfismo o capacidad del
hongo para desarrollar un crecimiento levaduriforme y filamentoso, ya que favorece

la evasion de los mecanismos defensivos del hospedador. (Ausina y Moreno, 2005)

El proceso de infeccion comienza con la adherencia del microorganismo comensal
a las células de la mucosa o queratinocitos, que interactian en la relacion de la
pared fungica de polisacaridos (mananos) con un receptor en la célula epitelial. Se
han reconocido como adhesinas putativas los mananos, las manoproteinas y la
quitina. (Arenas, 2011)

Aunque in vivo la situacién es mas compleja que en estudios experimentales, se
han postulado los siguientes mecanismos de virulencia: capacidad de adhesion;
produccion de enzimas proteoliticas, en especial proteasas y fosfolipasas, las
cuales facilitan la penetracion y la degeneracion de queratina y colageno;
transformacion morfolégica de lavadura en hifa, lo que también favorece la
penetracion y permite evadir el sistema de defensa, pues la hifa libera mayor
cantidad de fosfolipasas y es mas resistente a la fagocitosis; efectos
inmunorreguladores de determinantes fungicos que contribuyen a disminuir la
actividad de las defensas del huésped; cambios fenotipicos, que permiten al hongo
adaptarse a condiciones diferentes o cambiantes. (Arenas, 2011)

La pared celular de C. albicans esta constituida por - (1,3)-D-glucano (50 a 70%),
manano (20%), quitina (10 a 20%), proteinas (3 a 6%) y lipidos (1 a 5%). Estudios
con microscopia electrénica indican diferencias en la organizaciéon y la composiciéon
de la pared celular en las dos diferentes formas morfogenéticas de esta levadura.
La adhesion depende de condiciones ambientales, pero también es influida por
factores del huésped, como: hidrofobicidad; mimetismo de las proteinas de
superficie que pueden afectar la union a neutréfilos y, por tanto, la fagocitosis; el
tipo de medio para su crecimiento y condiciones de este, asi como las alteraciones
hormonales e inmunitarias. Se ha propuesto al tigmotropismo como un mecanismo

que permite la invasion de las invaginaciones de los tejidos, pues in vitro, los




filamentos siguen la superficie de las membranas, mientras que el quimiotropismo
explicaria la invasion por las hifas, tanto en endotelios como epitelios. (Arenas,
2011).

En la figura 3 se muestran los mecanismos propuestos para la unién e invasion por
C. albicans. Los receptores de superficie de glucomanano en la levadura pueden
unirse a la fibronectina que cubre las células epiteliales o a los elementos de la
matriz extracelular (ECM) cuando se pierde la superficie epitelial o cuando Candida
ha invadido mas alla de ésta. (Kenneth, 2010).

Unid de fibronectina Actividad de proteinasas

Fibronectina ' 0 ' Hifas
\ q

Células epiteliales _ - Uniona ECM

]'L.

Membrana Colagerial¥ - | } o _ .. :
basal Lk 1= gy i .

Entactr'p

ECM

Colagena =——————"

intersticial

Figura 3. Patogenia de las infecciones por Candida albicans. (Kenneth, 2010)
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La figura 4 muestra dos caracteristicas de la capacidad de invasion. Se observan
blastoconidias y micelios. Los micelios se diseminan sobre la superficie e invaden
la cuticula celular (A). Asi mismo se observa que las cepas de C. albicans que
producen proteasas provocan depresiones en forma de cavidades en la superficie
celular (B). Esta accion participa en la capacidad de invasion de la célula. (Kenneth,
2010).

Figura 4. Invasion por Candida albicans. (Kenneth, 2010)

2.1.7 Signhos y sintomas
Los sintomas de CVV incluyen:

» Prurito vulvar con secrecion vaginal que se parece a queso fresco.

» Eritema y edema de los labios y la piel vulvar; pueden aparecer lesiones
periféricas papulopostulosas bien delimitadas (lesiones satélite).

» Lavagina puede estar eritematosa, con secrecion adhesiva y blanquecina.

» El cérvix puede ser normal.




» Los sintomas se exacerban tipicamente en la semana previa a la
menstruacion con cierto alivio en cuanto se inicia el sangrado menstrual.
(Mendell, 2006)

2.1.8 Mecanismo de defensa

Los mecanismos de defensa son diversos y complejos. La primera defensa es la
inmunidad innata que se relaciona con integridad de los epitelios, factores
humorales inespecificos y sistema inmunitario humoral o celular. Se le atribuye a la
piel una actividad inflamatoria-inmunitaria, ademas de su funcién de barrera, donde
intervienen las células de Langerhans y los queratinocitos como células
presentadoras de antigenos que afectan la fagocitosis o la produccion de citocinas
o ambas. Hay también una funcion de las proteinas ligadas a hierro, como
transferrina y lactoferrina. La segunda linea de defensa después de la penetracién
fungica esta dada por la fagocitosis y la actividad candidicida de polimorfonucleares,
la cual involucra mieloperoxidasa, superoxidos o proteinas catidnicas. Tales
infecciones muestran vinculo sobre todo con neutropenia e inactividad de
polimorfonucleares. Los neutréfilos constituyen el principal mecanismo de defensa
en candidiasis diseminada e invasiva; participan de manera importante en el
reclutamiento de polimorfonucleares, el TNF-a, la IL-6 y el factor estimulante de

colonias de granulocitos (G-CSF) (Arenas, 2011).

Candida, en la piel, al encontrar pérdida de la barrera epidérmica se adhiere a las
células epiteliales e invade la capa cérnea por medio de un proceso de lisis tisular
epitelial mediante enzimas queratoliticas, proteoliticas y fosfolipasas, lo que
produce una reaccion inflamatoria local. El polisacarido manosa de la pared de C.
albicans, patrén molecular asociado al patégeno (PAMP) de ésta, es reconocido por
los receptores tipo Toll (TLR) 2y 4, lo cual activa este sistema de emisién de sefiales
y la respuesta inmunitaria innata de piel y mucosas. Esto lleva a la activacién de la
via alterna del complemento, con generacion de productos, como C5a, que inducen
la quimiotaxis de neutroéfilos, la opsonizacion y la fagocitosis de las levaduras

circulantes o alojadas en los tejidos. (Arenas, 2011)

12

——
| —



Lumen

Epitelio

Submucosa

En la figura 5 se muestra el esquema del tracto genital femenino que ilustra la

ubicacion de las diferentes poblaciones celulares. En condiciones de homeostasis

el microambiente local se encuentra finalmente regulado con concentraciones

aumentadas de citocinas antiinflamatorias y péptidos antimicrobianos (PAM) de

expresion constitutiva; Candida albicans se encuentra en su estado comensal. La

ruptura de este estado de equilibrio debido a la presencia de factores

predisponentes o defectos genéticos favorecen la morfologénesis fungica, la

expresion de factores de virulencia y el establecimiento de la infeccién. La liberacion

de alarminas, PAM, sustancias quimiotacticas y citocinas genera un microambiente

inflamatorio con infiltrado celular que, en su conjunto, determinan la aparicion de los

sintomas de la enfermedad. (Mirg, 2017).
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Figura 5. Respuesta inmune innata local en el tracto genital femenino. (Mirg, 2017)
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2.1.9 Epidemiologia

Es cosmopolita. Se considera una de las infecciones oportunistas mas frecuentes
en seres humanos. La incidencia ha aumentado durante los ultimos 30 afios. Entre
las micosis, abarca 7.45% y constituye 25% de las micosis superficiales. Afecta a
individuos de cualquier edad, grupo étnico o sexo. No tiene relacion con el clima, la
situacion geogréfica ni el estado socioecondémico; sin embargo, se han encontrado
algunas diferencias regionales, por ejemplo, la candidiasis interdigital de los pies es
mas frecuente en lugares tropicales, y la onicomicosis sin paroniquia, en lugares
mas frios. Se encuentra en 4 a 18% de los recién nacidos; se han comunicado las
modalidades congénitas en prematuros de menos de 1500 g al nacer; la forma bucal
predomina en menores de 10 afios y en mayores de 60, en especial mujeres.
(Arenas, 2011).

En México en el 2017 existié una incidencia de 192.54 de candidiasis urogenital por
cada 100,000 habitantes, la mayoria de los casos reportados se presenta en edades

de 20 a 24 afios. (Direccion general de epidemiologia, 2017).

En México hasta la semana 40 del afio 2018 se presentan 13,685 casos de
candidiasis vulvovaginal en mujeres, comparando 685 casos de candidiasis

urogenital en pacientes masculinos. (Direccion general de epidemiologia, 2018).

C. albicans, la especie mas importante, forma parte de la flora normal de las vias
gastrointestinales, las mucosas bucales (31 a 55%) y vaginal (13% de las mujeres),
asi como de la piel periorificial de individuos sanos (25 a 50%). Candida vive en
equilibrio con otros microorganismos del cuerpo humano, y coexiste como
comensal, pero cuando este equilibrio se pierde, se torna patégena y causa afeccion

mucocutanea. (Arenas, 2011)

La onicomicosis y los intertrigos (afeccion de pliegues cutaneos) predominan en
mujeres. La vulvovaginitis explica 20 a 30% de la enfermedad ginecoldgicas; 50%
de los casos se observa entre los 20 y 30 afios de edad; afecta a 13 a 21% de

quienes usan anticonceptivos hormonales y a 15 a 47% de las embarazadas, con
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predominio durante el tercer trimestre. No obstante, en la mayoria no se encuentran

factores predisponentes. (Arenas, 2011)

De las formas cutaneomucosas, 35% afecta uias, 30% piel y 20% mucosas. Las
formas profundas y sistémicas son poco frecuentes. Se presentan en 80 a 90% de
los enfermos con sida y predominan en boca y esofago. En 1 a 16% de los pacientes
que tienen catéteres colocados, aparece fungemia relacionada con los mismos.
(Arenas, 2011)

Epidemiolégicamente, la candidiasis es un padecimiento cosmopolita, sin tener una
predileccion en cuanto a edad o sexo: ataca por igual a todas las edades y a los dos
sexos, siempre y cuando se presenten los factores de oportunismo. La fuente de
infeccion es el hombre mismo, aunque los animales también lo pueden tener como

habitante normal; igualmente puede ser a partir de fomites. (Romero, 2007)

2.2Antifungicos

Los antifungicos también llamados antimicéticos, son una serie de medicamentos
que tienen diversas acciones frente a los hongos productores de micosis
superficiales, subcutaneas o profundas, tanto patégenos primarios como
oportunistas. A este tipo de farmacos se les puede dividir de acuerdo con diferentes
caracteristicas: mecanismos de accién, composicién quimica, espectro de accion,

tipo de micosis con la que actuan, etc. (Bonifaz, 2012)
2.2.1 Polienos

Los polienos son moléculas macrélidas con cadenas insaturadas que,
probablemente, tienen el mayor espectro de actividad antifungica de todos los
farmacos disponibles comportandose como fungistaticos o fungicidas dependiendo
de la sensibilidad del hongo y de la concentracion alcanzada en el lugar de la
infeccidn. Existen varios cientos de compuestos de esta clase, cuyas caracteristicas
son: una escasa biodisponibilidad digestiva, lo que conlleva que no existan
presentaciones orales de estos farmacos; una baja solubilidad en agua que crea

problemas para obtener formulaciones intravenosas, y su toxicidad, lo que obligo a
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detener desarrollo farmacoldgico de casi todas estas moléculas, a excepcion de

anfotericina B y nistatina. (Ruiz, 2009)

2.2.1.1 Mecanismo de accién:

En la figura 6 se muestra el esquema donde los polienos se unen a los esteroles,
aungque muestran especificidad por el ergosterol, que forma parte de la membrana
fungica. La unién con los esteroles de membrana genera la formacién de canales

por los que la célula fangica pierde iones y moléculas carbonadas. (Ruiz, 2009)

2.2.1.2 Espectro de actividad

Su perfil de actividad es muy amplio, ya que pocas especies muestran resistencia
intrinseca y pocas cepas desarrollan resistencia secundaria. Muestran actividad
frente a levaduras, hongos filamentosos y hongos patégenos primarios. No

obstante, se han descrito muestras resistentes. (Ruiz, 2009)

2.2.2 5-Fluorocitosina

Es el Unico antifungico disponible perteneciente a la clase de las pirimidinas. Fue
comercializado en los afios sesenta del siglo XX como un antifangico de amplio
espectro, aunque su limitada actividad fue reduciendo su uso en la practica clinica

y en la actualidad apenas se utiliza. (Ruiz, 2009)

2.2.2.1 Mecanismo de accidén

La fluoricitosina es un farmaco fungistatico que penetra en el interior de la célula
fungica tras contactar con una enzima de membrana llamada citosina permeasa.
Como se observa en la figura 6, ya en el interior de la célula, la fluorocitosina es
desaminada a 5-fluorouracilo, tras lo que se producen varias fosforilaciones que
acaban por generar acido fluorardilico, que se incorpora a la cadena de ARN, lo que

ocasiona la produccién de ARN aberrante. (Ruiz, 2009)
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2.2.2.2 Espectro de actividad

Su espectro de accidn se reduce a las levaduras, ya que es inactiva frente a hongos
filamentosos. Existen algunas cepas de Candida spp., y de Cryptococcus que
muestran resistencia primaria. Asimismo, cuando se utiliza en monoterapia, genera

resistencia secundaria con facilidad. (Ruiz, 2009)

2.2.3 Azoles

Los azoles constituyeron uno de los principales avances terapéuticos en la
micologia. Su amplio espectro de actividad y sus reducidos efectos adversos
modifican el panorama de los antifingicos en unos afos en los que solo existia

anfotericina B convencional y fluorocitosina. (Ruiz, 2009)

2.2.3.1 Mecanismo de accién

Los azoles son moléculas sintéticas con un anillo de 5 carbonos unido a una cadena
alifatica que cuenta con un grupo fenilo. Existen dos familias de azoles que se
distinguen por las moléculas de nitrogeno que contienen el anillo azolico: 2 en el
caso de los imidazoles y 3 en el de los triazoles. Los azoles tienen la capacidad de
unirse con el grupo hemo, que forma parte de muchas enzimas. En esta capacidad
reside su actividad antifingica, ya que varias de las enzimas que participan en la
sintesis del ergosterol presentan un grupo hemo. La enzima que mas se afecta es
la 14- a demetilasa; de esta forma, en la figura 6 se observa como el tratamiento
con azoles bloquea la sintesis de ergosterol, y se acumulan esteroles 14- a metilo.

El bloqueo inhibe el crecimiento de la célula fangica. (Ruiz, 2009)

2.2.3.2 Espectro de actividad

El perfil de actividad de los azoles depende de cada farmaco, pero, en términos
generales, muestran un espectro de accién amplio. Los imidazoles muestran una
buena actividad frente a levaduras, dermatofitos, hongos patégenos primarios y

algunos hongos miceliales. Sin embargo, tienen una toxicidad significativamente
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superior a la de los triazoles, lo que ha hecho que casi hayan desaparecido de la
practica clinica. (Ruiz, 2009)

ALILAMINAS GRISEOFULVINA POLIENOS

Bloquean la formacidn de Bloquea los microtdbulos Se unen a las
ergosterol en la membrana intracelulares membranas celulares
celular por inhibicion del y las rompen
escualeno

N\

14-ce-desmetilasa e ]

Ergosterol < I
Sintesis de i

SORDARINAS Lanosterol
proteinas

factor de
elongacibn\

ATOLTS FLUOROCITOSINA
EQUINOCANDINAS Bloquean la formacion de ergosterol en la Ingresa activamente via
Inhiben 1,3--glucanos membrana celular por inhibicion de la 14-a- permeasa y bloquea la
de la pared celular desmetilasa dependiente del citocromo p450 sintesis de DNA/RNA

Figura 6. Mecanismo de accién de los antimicéticos. (Bonifaz, 2012).
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3.JUSTIFICACION

Las infecciones vaginales por hongos levaduriformes del género Candida
representan la causa de millones de consultas médicas por afio. Se estima que al
alcanzar la edad de 25 afos la mitad de las mujeres en edad universitaria habra
tenido al menos un episodio diagnosticado por el médico ocasionando molestias
como secrecidn vaginal, eritema y edema de los labios y la piel vulvar, entre otros

signos y sintomas que podrian complicarse.

En Meéxico hasta el afio 2017 se reportan 15,966 casos de pacientes con
vulvovaginitis; en ese mismo afo existié una incidencia de 192.54 de candidiasis
urogenital por cada 100,000 habitantes, la mayoria de los casos reportados se

presenta en edades de 20 a 24 afos. (Direccidon general de epidemiologia, 2017).

Hasta la semana 40 del aflo 2018 se presentan 13,685 casos de candidiasis
vulvovaginal en mujeres, comparando 685 casos de candidiasis urogenital en

pacientes masculinos. (Direccion general de epidemiologia, 2018).

En este estudio se pretende contribuir en el entendimiento de la interaccion que
tienen los antimicoticos sobre un buen tratamiento de Candidiasis vaginal, al
determinar la sensibilidad o resistencia de Candida albicans obtenida de muestras
clinicas vaginales frente a los distintos antimicéticos, seleccionando al de mejor
efectividad siendo que los antimicéticos de venta libre contra estas infecciones
figuran entre los productos de mayor venta.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la sensibilidad de aislamientos de C. albicans, obtenidos de muestras
clinicas vaginales, frente a nistatina, anfotericina B, 5-fluorositocina, clotrimazol,
miconazol y ketoconazol mediante el método de difusion en disco (M44-A2) de

acuerdo con el CLSI.

4.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar el método M44-A2 de acuerdo con el CLSI en placa para lograr

una mayor exactitud y reproductibilidad de los resultados.

e Obtener el perfil de sensibilidad/resistencia de C. albicans obtenida a partir
de muestras clinicas vaginales frente a los antifingicos nistatina, anfotericina
B, 5-fluorositocina, clotrimazol, miconazol y ketoconazol a través del método

difusion en agar con disco.

e Determinar al antifingico con mayor efectividad frente a los aislamientos de

C. albicans de origen vaginal.
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5. HIPOTESIS

Los aislamientos de Candida albicans obtenidos de muestras clinicas vaginales
mostraran sensibilidad a los antimicéticos como son nistatina, anfotericina B,

5-fluorositocina, clotrimazol, miconazol y ketoconazol.
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6. DIAGRAMA DE TRABA]JO

Crecimiento de las muestras
provenientes del medio Litmus Milk
al agar SDA por 24 hrsa 37°C

Identificacidn de las muestras por tincién de
GRAM y Chromoagar

Preparacion de medio |

inclinado AMHm en
tubos de ensaye. Conservacion de las muestras en

medio inclinado de agar Yeast Mold

il

Adaptacidn de las cepas al AMHm

Ajuste del in6culo a 0.5 |

de Mc Farland
Sembrado (por triplicado) en

tres direcciones de cada uno de
los aislamientos en placas de
AMHmM

Colocacidn de discos en la superficie del
agar e incubacion a 35°C por 72 hrs.

Medicion del halo de inhibicidn

Interpretacion de los resultados a partir del
inserto de los discos BIO RAD

Categorizacion clinica de los resultados
(Sensible, Intermedia, Resistente)
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Preparacién de placas
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Sembrado 1. Discos
5FC, NY, AB.

Sembrado 2. Discos CTR,
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Sembrado 3. Disco KET
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7. MATERIALES Y METODOS

El estudio realizado se llevo a cabo a partir de 50 aislamientos seleccionados al azar
de Candida albicans con origen de muestras clinicas vaginales del Hospital
Regional de Tlalnepantla ISSEMyM, donados por el Laboratorio 17 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria. Realizando el método de difusion en agar con disco
empleando 6 antimicéticos (BIORAD) los cuales son 5-fluorocitosina (62846),
anfotericina B (62806), nistatina (62856), clotrimazol (62816), miconazol (62836) y
ketoconazol (62866).

6.1 Identificacion de las muestras

Los 50 aislamientos obtenidos del Hospital Regional de Tlalnepantla ISSEMyM de
C. albicans fueron mantenidos en un medio que consiste en Litmus Milk y glicerina
estéril como se aprecia en la figura 7, congeladas a -74°C, las cuales posteriormente
fueron resembradas en agar SDA (figura 8) por 24 horas a 37°C con el fin de que
se adaptaran las muestras a una menor temperatura para la realizacion de los

siguientes pasos.

Figura 7. Aislamientos de C. albicans en medio Litmus Milk.




Figura 8. Resiembra de C. albicans en SDA de origen clinico vaginal.

Se realizé una tincion de Gram a cada una de las cepas, con el propésito de ser
revisadas al microscopio Optico, comprobando que se tratara de levaduras y no
estuvieran contaminadas con bacterias a consecuencia de un mal manejo de la
muestra. Para ratificar que la especie de Candida con la que se iba a trabajar se
trataba de albicans, las cepas fueron sembradas en CHROMoagar Difco ™.

7.1.2 Conservacién de las muestras

Una vez identificadas correctamente las muestras, se resembraron en tubos
inclinados con agar Yeast Mold (YM) manteniendo a una temperatura de 4°C para
favorecer su viabilidad.




7.1.3 Adaptacion de las cepas al Agar Mueller Hinton modificado (AMHm)

Para adaptar las cepas al medio AMHmM se tomd una colonia proveniente del medio
YM con el asa estéril y se sembro sobre la superficie del medio sélido AMHm en

forma de estrias. Las muestras sembradas se incubaron a 35°C por 24 horas.
Preparacién de placas Petri :

Después de que las cepas se adaptaron al medio AMHmM en tubos de ensaye de
forma inclinada, se prepararon cajas de 9 cm de didmetro con 25 mL de medio
AMHmM con una profundidad de 4 mm con el fin de que dichas cajas se utilicen para

la prueba de sensibilidad.
7.1.4 Preparacion y ajuste del inéculo

A partir de los 50 aislamientos de C. albicans que se encontraban sembrados en
AMHmM (tubos inclinados), se ajusté la concentracion del indculo para un posterior

sembrado de cada una de las cepas en las placas Petri con AMHm.
Ajuste del indculo:

El in6culo obtenido de cada uno de los aislamientos incubados se suspendié en los
5 mL de cada tubo con SSF y se homogeniz6 vigorosamente ajustando la turbidez
a 0.5 en la escala de McFarland (1x108-5x10% UFC/mL) (Zurita, 2017)

7.2 PRUEBA DE SENSIBILIDAD
7.2.1 Siembra de los aislamientos de C. albicans en AMHmM

Colocando un hisopo dentro de cada tubo que contenia la suspension de cada
aislamiento, se embebid y rotd contra las paredes del tubo eliminando el exceso de
liquido, se inocul6 por técnica masiva (sin presionar el hisopo) la placa de Mueller
Hinton modificado (MHmM) en tres direcciones, para obtener crecimiento uniforme en
toda la superficie de la misma. Cada uno de los aislamientos se sembrd por

triplicado.
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7.2.2 Colocacion de los discos e incubacion

Los frascos que contenia los discos BIO RAD impregnados de cada antimicético se
mantuvieron a una temperatura ambiente durante 5-10 min, para que

posteriormente fueran utilizados.

Con ayuda de una pinza estéril de punta fina, se extrajo cada uno de los discos;
posteriormente como se observa en las figuras 9, 10 y 11, fueron colocados
(presionando suavemente en el centro del disco con la punta de la pinza) en la

superficie del AMHm de cada uno de los aislamientos.

La distribucion de los discos quedd a 20mm del borde de la placa, separados entre
si. La placa se dej6 a una temperatura ambiente con la tapa hacia arriba durante

10-15 min antes de ser colocados en la estufa. Transcurrido el tiempo establecido,

las placas fueron colocadas en la estufa a 25°C durante 72 horas.

Figura 9. Posicion de los Figura 10. Posicion de los Figura 11. Posicién del
discos (BIORAD) NY, 5FCy discos (BIORAD) CTR y disco (BIORAD) KET en
AB en AMHm. MCZ en AMHm. AMHmM.
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Lectura de resultados

Para la correcta lectura de resultados se midié el halo de inhibicion con ayuda de
un vernier, tomando en cuenta las colonias con desarrollo confluente como lo
muestra la figura 13, es decir, se debe evitar medir aquellas colonias con desarrollo
inhibido como se muestra el ejemplo en la figura 12.

Colonias con
crecimiento
inhibido

Figura 12. Ejemplo de las colonias desarrolladas dentro de la zona de inhibicién.
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Colonias con crecimiento
confluente

Figura 13. Ejemplo de didmetro de inhibicidn.




7.2.3 Interpretacién de resultados

Para la interpretacion de los resultados, se tomo6 como referencia el inserto de los

discos para antifungigrama BIO RAD con los que se trabajo, que son los siguientes:

Diametro de la zona de Interpretacion de
inhibicién en mm resultados
5- > 20 Sensible
Fluorocitosina
10-20 Intermedio
<10 Resistente
Anfotericina >10 Sensible
b <10 Resistente
Nistatina >10 Sensible
<10 Resistente
Clotrimazol > 20 Sensible
10-20 Intermedio
<10 Resistente
Miconazol > 20 Sensible
10-20 Intermedio
<10 Resistente
Ketoconazol > 20 Sensible
10-20 Intermedio
<10 Resistente
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8. RESULTADOS

Los 50 aislamientos clinicos proporcionados en el Laboratorio 17 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria, se sometieron a una identificacion con la tincion
Gram y en CHROMagar. Como se aprecia en la figura 14, al realizar la tincion y
observarla al microscopio a 100X, se comprobé que efectivamente se trataba de C.

albicans libre de contaminantes.

Figura 14. Tincidon Gram de Candida albicans.

Después de realizar la prueba de sensibilidad, el comportamiento de cada una de
las cepas frente a los antimicéticos se asign6 de acuerdo con la categoria clinica
(Sensible, Intermedio, Resistente) segun las medidas obtenidas a partir de los halos

de inhibicion.
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En la tabla 1 se observan los promedios obtenidos del diametro de inhibicién de las
cepas frente a cada uno de los antimicoticos después de realizar la prueba de

sensibilidad por triplicado.

Tabla 2. Diametro de inhibicién de cada una de las cepas frente a los antimicéticos

Cddigo de

cepadellab  S5FC AB NY CTR MCZ KET

17 UIM

3 23 mm 24 mm 12 mm 36 mm 44 mm 62 mm
6 0Omm 27 mm 15 mm 49 mm 40 mm 65 mm
11 20 mm 24 mm 14 mm 36 mm 40 mm 62 mm
106 0Omm 20 mm 15 mm 36 mm 36 mm 62 mm
216 0 mm 21 mm 15 mm 32 mm 35 mm 55 mm
267 0Omm 17 mm 14 mm 35mm 32 mm 56 mm
274 0 mm 23 mm 15 mm 29 mm 28 mm 60 mm
298 26 mm 24 mm 12 mm 42 mm 31 mm 86 mm
328 30 mm 24 mm 15 mm 47 mm 43 mm 61 mm
481 0 mm 25 mm 15 mm 30 mm 30 mm 57 mm
534 0Omm 20 mm 15 mm 40 mm 48 mm 80 mm
543 0 mm 27 mm 15 mm 43 mm 37 mm 64 mm
624 0Omm 22 mm 11 mm 27 mm 29 mm 45 mm
625 0Omm 28 mm 20 mm 55 mm 50 mm 65 mm
650 0 mm 20 mm 15 mm 21 mm 27 mm 50 mm
683 36 mm 24 mm 15 mm 41 mm 44 mm 60 mm
704 33 mm 27 mm 13 mm 36 mm 39 mm 64 mm
796 0Omm 18 mm 14 mm 35mm 35mm 52 mm
820 0 mm 25 mm 11 mm 32 mm 31 mm 51 mm
941 0 mm 19 mm 14 mm 32 mm 35 mm 57 mm
947 0Omm 24 mm 16 mm 30 mm 33 mm 57 mm
956.2 0 mm 19 mm 15 mm 42 mm 38 mm 55 mm
963 0Omm 20 mm 15 mm 38 mm 34 mm 60 mm
984 0 mm 21 mm 17 mm 23 mm 25 mm 47 mm
1171 0Omm 17 mm 15 mm 35 mm 35 mm 54 mm
1269 Omm 19 mm 15 mm 22 mm 26 mm 50 mm
1575.1 0 mm 17 mm 12 mm 43 mm 38 mm 62 mm
1586 0mm 24 mm 15 mm 44 mm 41 mm 62 mm
2350 0 mm 24 mm 15 mm 39 mm 36 mm 59 mm
2494 0mm 20 mm 15 mm 39 mm 36 mm 56 mm
2965 0 mm 20 mm 15 mm 40 mm 34 mm 62 mm
3812 0 mm 20 mm 15 mm 42 mm 38 mm 55 mm
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4459 0 mm 23 mm 15 mm 30 mm 28 mm 47 mm

4537 0 mm 19 mm 14 mm 32 mm 35 mm 57 mm
4812 0Omm 24 mm 15 mm 45 mm 50 mm 65 mm
4814 0 mm 24 mm 15 mm 40 mm 42 mm 55 mm
4853 0Omm 28 mm 15 mm 42 mm 42 mm 59 mm
4853.1 0 mm 20 mm 15 mm 25 mm 25 mm 50 mm
5507.2 0Omm 19 mm 13 mm 35mm 33 mm 61 mm
5509 0Omm 20 mm 14 mm 32 mm 28 mm 49 mm
6321 0 mm 28 mm 19 mm 45 mm 45 mm 63 mm
6920 0Omm 22 mm 16 mm 38 mm 38 mm 65 mm
7120 0 mm 22 mm 15 mm 42 mm 40 mm 61 mm
8750.1 0Omm 17 mm 12 mm 35mm 30 mm 59 mm
9085 0 mm 23 mm 14 mm 32 mm 29 mm 62 mm
9154 0 mm 24 mm 13 mm 40 mm 38 mm 65 mm
9655 0 mm 19 mm 13 mm 38 mm 38 mm 54 mm
9676.1 0 mm 21 mm 19 mm 36 mm 36 mm 55 mm
9686 0Omm 23 mm 15 mm 32 mm 25 mm 62 mm
9763 0 mm 22 mm 17 mm 31 mm 33 mm 64 mm

Tabla 3. Promedio de los halos de inhibicién de cada antimicético

SFC AB NY CTR MCZ KET

28 mm 22 mm 15 mm 36 mm 36 mm 59 mm

Tabla 4. Interpretacion de resultados correspondiente a la categorizacion clinica.

Codigode  gEC AB NY CTIR  MCZ  KET

cepa del

Lab 17

uiM
3 Sensible Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
6 Resistente  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
11 Sensible  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
106 Resistente  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
216 Resistente  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
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267

274

298

328

481

534

543

624

625

650

683

704

796

820

941

947

956.2

963

984

1171

1269

1575.1

1586

2350

2494

2965

3812

Resistente
Resistente
Sensible
Sensible
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Sensible
Sensible
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente

Resistente

Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Sensible

Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Sensible
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Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Sensible

Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Sensible

Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Sensible

'



4459 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible

4537 Resistente Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
4812 Resistente Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
4814 Resistente  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
4853 Resistente  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible

4853.1 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible

5507.2 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible

5509 Resistente Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
6321 Resistente  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
6920 Resistente  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible
7120 Resistente  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible Sensible

8750.1 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible

9085 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible
9154 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible
9655 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible

9676.1 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible
9686 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible

9763 Resistente  Sensible Sensible Sensible Sensible  Sensible

En las siguientes imagenes se esquematizan los halos de inhibicion que
presentaron cada una de las cepas frente a los diferentes antimicGticos. La cepa se

encuentra resistente frente a 5FC en comparacion con AB y NY.
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5FC

NY

Figura 15. Halos de inhibicion de los antimicéticos 5FC, NY y AB.

Punto de medicion

Figura 16. Diametro de inhibicién de 15 mm del antimicdtico NY.




Punto de
medicidn

Figura 17. Didmetro de inhibicidn de 17 mm del antimicético AB.

MCz

CTR

Figura 18. Halos de inhibicién de los antimicéticos MCZ y CTR.




oyl

Punto de
medicidn

Figura 19. Diametro de inhibicién de 33 mm del antimicético CTR

Punto de
medicidn

Figura 20. Diametro de inhibicién de 36 mm del antimicdtico MCZ.




KET

Figura 21. Halo de inhibicién del antimicdtico KET.

Punto de
medicidn

Figura 22. Diametro de inhibicién de 48 mm del antimicdtico KET.




Las Unicas cepas resistentes que surgieron son aquellas sometidas frente a 5FC,
como se observa en la grafica 1 tomando como un 100% un total de 50 cepas, el
88% de las cepas resultaron resistentes en comparacion con los demas

antimicéticos utilizados.

5-FLUOROCITOSINA
Sensibles
12% (6 cepas)
Resistentes
88% (44 cepas)

Grafica 1. Porcentaje de sensibilidad y resistencia del antimicético 5-Fluorocitosina
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' SENSIBILIDAD ‘

ANFOTERICINA B NISTATINA CLOTRIMAZOL MICONAZOL  KETOCONAZOL
FLUOROCITOSINA

Gréfica 2. Namero de cepas sensibles de cada antimicoético

CEPAS

Resistentes
17%

Sensibles |
83%

Grafica 3. Porcentaje de sensibilidad y resistencia de las cepas frente a todos los
antimicoticos probados.




9. DISCUSION

La infeccion vaginal por especies de Candida, conocida como candidiasis
vulvovaginal (CVV), constituye una enfermedad inflamatoria aguda y una razén
frecuente de consulta ginecoldgica. Afecta al 75% de las mujeres en edad
reproductiva al menos una vez en su vida. Esta enfermedad es la segunda causa
mas comun de infecciones vaginales, precedida por las vaginosis bacterianas.
(Mir6, 2017).

Las infecciones graves causadas por levaduras del género Candida son frecuentes
en la poblacion hospitalaria. Debido a las diferencias en la distribucion de especies
y la sensibilidad a los antifUngicos segun el area geogréfica y el tipo de paciente,
resulta importante estudiar el mecanismo de accién de los antimicoéticos. (Guzzetti,
2016). La existencia de diferentes alternativas terapéuticas permite asegurar que
no todas las infecciones fungicas deben tratarse de la misma forma, por lo que la
identificacion de las especies y los estudios de sensibilidad a los antifungicos tienen
un valor afiadido. La aparicidén de cepas resistentes a los antifungicos ha hecho que
las recomendaciones terapéuticas puedan varias de una zona geogréfica a otra. Por
ello, el conocimiento de las propiedades, el mecanismo de accion y el perfil de
sensibilidad de los diferentes antifingicos es imprescindible en la practica clinica

diaria.

Como se menciond anteriormente, en este estudio se demostrd la sensibilidad y
resistencia de 50 cepas de C. albicans obtenidas de muestras clinicas vaginales
donadas por el Laboratorio 17 de la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautittan Campo 4, frente a los 6 antimicéticos
(BIORAD) los cuales son 5-fluorocitosina (62846), anfotericina B (62806), nistatina
(62856), clotrimazol (62816), miconazol (62836) y ketoconazol (62866).

Al observar la actividad de C. albicans con respecto a la presencia del antimicotico
5-Fluorocitosina, observamos en la tabla 1 que solo 6 cepas se comportaron de
manera sensible frente a dicho antimicético, es decir, el 88% de las cepas

determinaron resistencia a dicho antimicético, como se observa en la grafica 1.
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Debido a que el farmaco penetra en la célula fungica a través de una citosina
permeasa y se desamina para transformarse en 5-fluorouracilo (5-FU) en el
citoplasma. La molécula de 5-FU se convierte en acido 5-Fluorouridilico, que
compite con el uracilo en la sintesis del ARN y da lugar a errores de codificacion en
el ARN e inhibicion de la sintesis de ADN y proteinas. (Murray, 2017).

Un estudio demuestra que al evaluar 15 aislamientos de C. albicans derivados de
pacientes cubanas con sospecha de CVV obtenidas en el 2015, 5-Fluorocitosina
presento una CMI de 4mg/L, de los cuales 15 aislados (93.75%) fueron sensibles y

uno (6.25%) fue resistente. (Perurena, 2016)

r

5 FLUOROCITOSINA

Resistentes
6%

Sensibles

L 94%

Gréfica 4. Porcentaje de cepas sensibles y resistentes del antimicético 5FC.
(Perurena, 2016).

El comportamiento de 5FC en los aislamientos donados por la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria es diferente con respecto a los aislamientos
provenientes de pacientes cubanas con CVV, siendo que el antimicotico presento

diferente porcentaje de sensibilidad y resistencia a los aislamientos.
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ACTIVIDAD DE 5-FLUOROCITOSINA

100 " Pacientes

0 Cubanas 88%
94%

80

70

60

50

40 = Aislamientos de la

30 UM

20 12%

10 6%

™ Sensibles ™ Resistentes

Gréfica 5. Comparacién del porcentaje de sensibilidad y resistencia del antimicético

5FC en pacientes cubanas con respecto a los aislamientos de la UIM.

La diferencia de los resultados de ambos estudios principalmente es debido a la
CMI, siendo que en las pacientes cubanas utilizaron una mayor concentracion, es
decir, 4mg/L comparada con el presente estudio en el cual se utilizd una
concentracion de 1ug. Los aislamientos presentaron mayor resistencia a una menor
concentracion del antimicético. Un estudio de CVV recurrente realizado por Richter
y otros, en EUA, reporta que del total de aislados de C. albicans, el 3% fue resistente
a 5FC, presentando altos valores de CMI (>128 mg/L). Segun Liu y otros, la
resistencia a la 5FC puede deberse a una pérdida o una mutacion en el gen FUR1
que codifica para la enzima uracil fosforibosil transferasa, encargada de la insercion

del compuesto en el ARN del microorganismo. (Perurena, 2016)

La 5-Fluorocitosina no se administra en monoterapia debido a la tendencia de la
aparicion de resistencia secundaria. Se ha demostrado que la combinacién de 5-
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Fluorocitosina con anfotericina B o fluconazol es eficaz en el tratamiento de la
candidiasis. (Murray, 2017)

Dentro de los antimicéticos evaluados, correspondientes a anfotericina B y nistatina
de la familia de los polienos, se logro identificar en tabla 1, la sensibilidad de las 50
cepas frente a ambos antimicoticos, es decir el 100% de las cepas. La anfotericina
B tiene como mecanismo de accion farmacolégica, la union al ergosterol de la pared
celular del hongo y altera la permeabilidad de la membrana, asi permite la pérdida
del contenido celular y causa la muerte. Es un antimicotico de amplio espectro util
en infecciones fangicas, se une a las proteinas plasmaticas, eritrocitos y colesterol.
(Achury, 2012)

Semejante a los resultados obtenidos con respecto a anfotericina B, Phillips, estudio
la efectividad de dicho antimicético en mujeres con CVV que no respondié a los
antimicoticos habituales. Un régimen de 2 semanas con 50 mg de anfotericina B
intravaginalmente fue efectivo en el 70% de los casos (Dovnik, 2015).

Otro estudio que utilizé anfotericina B (Sigma-Aldrich 110 Quimica, Madrid, Espafia)
a partir del método de microdilucion en caldo, demostré sensibilidad con una dosis
de 0.03-100 pg/mL en 40 aislamientos de CVV (Fornari, 2016). La anfotericina B es

uno de los antimicéticos mas efectivos contra CVV a CMI bajas.

Como todos los polienos, la nistatina se une de manera irreversible a los esteroles
de membrana presentes en las especies susceptibles de Candida. Las moléculas
de polienos presentan mayor afinidad por los esteroles fangicos, incluyendo el
ergosterol, que, por los esteroles humanos, lo que permite una toxicidad selectiva
relativa. Esta unién irreversible altera la permeabilidad de la membrana y posibilita
la salida de componentes intracelulares esenciales y, como consecuencia la muerte
celular. En bajas concentraciones la nistatina es fungistatica, mientras que en
concentraciones mas elevadas tiene actividad fungicida. Numerosos estudios han
demostrado que los imidazoles topicos son mas efectivos que la nistatina para el
tratamiento de la candidiasis vulvovaginal, por lo que la utilizacion de nistatina para
el tratamiento de dicha infeccién ha disminuido en los ultimos afios (Wolff, 2009).

Sin embargo, en un estudio de acuerdo con el método de microdilucion en caldo
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CLSI M 27-A3 se determinaron CMI para nistatina, exhibiendo una CMI de 4mg/L
en muestras clinicas de CVV (Choukri, 2014). Por otro lado, al evaluar la
susceptibilidad de nistatina (PharmaNostra, Brasil) en dos tipos de pacientes, grupo
colonizado (l) se mostré una sensibilidad de 8ug/mL, mientras tanto, en el grupo de
infeccion complicada (ll), todos los aislamientos fueron resistentes a la nistatina
(Fornari, 2016).

Finalmente, los halos de inhibicién de la familia de los azoles (clotrimazol, miconazol
y ketoconazol), determinaron la sensibilidad de las 50 cepas frente a estos
antimicéticos. Como se observa en la tabla 1, ninguna de las cepas presento alguna
resistencia a la familia de los azoles, asi mismo en la figura 21, observamos el
amplio halo de inhibicibn que ejerce ketoconazol al actuar frente a Candida

comparado con los otros antimicaticos.

Tanto los imidazoles como los triazoles actuan inhibiendo la enzima lanosterol 14-
a-desmetilasa dependiendo del citocromo P450 fungico. Esta enzima participa en
la conversion de langosterol en ergosterol y su inhibicion altera la sintesis de la
membrana celular del hongo. Dependiendo del microorganismo y el azol
administrado, la inhibicion de la sintesis de ergosterol comporta la inhibicion de la
proliferacion de la célula fungica (fungistatico) o bien la muerte celular (fungicida).
(Murray, 2016).

En un estudio se analizaron 113 aislados de C. albicans para determinar la
susceptibilidad in vitro del antimicotico clotrimazol y miconazol mostrando una CMI
de 0.06mg/L para ambos antimicéticos (Choukri, 2014). Mientras en la Universidad
Médica de Aichi, se evaluaron 54 cepas de C. albicans con los mismos
antimicoticos, determinando una CMI de 988 ug/ mg para clotrimazol y 980 pg/ mg
para miconazol. (Nagashima, 2016).

Recientemente, Mendling en el 2014 realizé un estudio comparativo en 160
pacientes con CVV en los que compararon el tratamiento con supositorios vaginales
de clotrimazol solos y una combinacion de 2% de crema de clotrimazol para uso
externo y clotrimazol vaginal supositorios. Concluyeron que la combinacién de

ambos era mejor que los supositorios solos. (Dovnika, 2015).
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Por otro lado, al evaluar la susceptibilidad de ketoconazol (PharmaNostra, Brasil)
en dos tipos de pacientes, grupo colonizado (l) se mostré una sensibilidad de 0.0625
pug/mL, mientras tanto, en el grupo de infeccibn complicada (ll), todos los
aislamientos fueron sensibles a la misma concentracion de 0.0625 pg/mL. (Fornari,
2016).

Estudios demuestran que la terapia con 100 mg de ketoconazol resulta efectiva, sin
embargo, no es favorecida para tratar una CVVC por su hepatotoxicidad. (Dovnik,
2015).

Las diferencias de los derivados imidazolicos son pequefios cambios de espectro y
basicamente se utilizan para las micosis superficiales mas comunes, entre ellas la
candidiasis. Las indicaciones y posologia dependen de las presentaciones de cada

uno de los antimicoéticos. (Mendoza, 2008).
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10. CONCLUSIONES

A partir de las 50 muestras clinicas vaginales de Candida albicans obtenidas
del Hospital de Tlalnepantla ISSEMYM con base al método de difusion en
agar con disco de los antimicoticos utilizados (BIO RAD), se demostro la

sensibilidad y resistencia de Candida albicans, frente a cada uno de ellos.

Se confirma que 5-Fluorocitosina usualmente no se utiliza como monoterapia
ya que la mayoria de las veces se combina con otro antimicético para actuar
ante una candidiasis vaginal, ya que en el estudio resultdé ser el Unico
antimicotico con un 88% de cepas resistentes y solo 12% de las cepas

estudiadas presento sensibilidad.

Con un mayor didmetro en los halos de inhibicion, el 100% de las cepas
estudiadas mostré sensibilidad a ketoconazol, por lo tanto, es el mejor

antimicotico del estudio.
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12. ANEXO

w

S A

Tincion GRAM:

1. Colocar una gota de agua esterilizada en el portaobjetos.

2. Afadir un inéculo de la muestra sobre la gota con ayuda de un asa
bacteriologica.

3. Pasar el portaobjetos de dos a tres veces sobre la llama del mechero de

Bunsen para fijar la muestra.

Afadir cristal violeta sobre la muestra durante 1 minuto.

Enjuagar suavemente a chorro de agua.

Afadir Lugol cubriendo toda la zona de la muestra y reposar por 1 minuto.

Decantar el Lugol.

Decolorar con alcohol acetona por 3 segundos y lavar a chorro de agua.

© © N o 0 &

Agregar safranina y dejar reposar por 1 min.
10.Lavar suavemente a chorro de agua, escurrir y secar al aire.
11.Observar al microscopio (10X, 40X y 100X).

Preparacion de CHROMagar:

Suspender 47.7g de polvo en 1 L de agua purificada.

Mezclar.

Agitar y hervir la mezcla durante 1 minuto para complementar la disolucion
del polvo.

Esterilizar en autoclave bajo las condiciones de 121°C/15Ib/15min.

Servir en placas Petri y dejar enfriar por 24 horas a temperatura ambiente.
El medio debera estar ausente de colonias.

En caso de que el medio se encuentre contaminado, debera prepararse y

esterilizarse un nuevo medio.
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Preparacion del medio YM:

1. Suspender 41 g del agar Difco YM en 1 L de agua purificada.

N

Calentar el medio de agar con agitacion frecuente y hervir durante 1 min
para disolver por completo el agar.

Esterilizar el medio en autoclave a 121°C durante 15 min.

Servir el agar en tubos de ensaye de forma inclinada.

Esperar 24 horas a que solidifique

El medio debera estar ausente de colonias.

N o g M w

En caso de que el medio se encuentre contaminado, debera prepararse y

esterilizarse un nuevo medio.

Preparacion del medio Agar Mueller Hinton modificado (AMHm)

Para la preparacion de 1L de Mueller Hinton modificado segun las instrucciones del
fabricante, DIFCO OXOID, se agregaron 20g de glucosa en 1000 ml de agua
destilada, asi mismo 100 ul de la solucién stock de azul de metileno.

a. Mueller Hinton 38¢g
b. Glucosa ‘ 20 g
c. Stock azul de metileno ‘ 100 L.
d. Agua destilada ‘ 1000 mL.
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Solucion stock de azul de metileno (SS-AM):

Para la preparacion de la solucion stock, se agregaron 0.1g de azul de metileno a
20 ml de agua destilada (5mg/ml) concentracién final en el medio de cultivo SS-AM
(5 pg/ml). Posteriormente el medio AMHmM se esterilizO con autoclave bajo las
condiciones 121°C/15Ib/15min. Ya una vez esterilizado el medio se dejé enfriar a
50°C, para poder dispersar 12 mL en tubos de ensaye de forma inclinada. El medio
debera estar ausente de colonias. En caso de que el medio se encuentre

contaminado, deberd prepararse y esterilizarse un nuevo medio.

Preparacion de la Solucion Salina Fisiologica

El ajuste de la concentracion de las cepas se realiz6 con SSF al 0.9%, es decir, se
disolvié 9 g de NaCl en 1000 mL de agua destilada. Posteriormente se esterilizé en
autoclave 121°C/15lb/15min.

Una vez que la SSF se mantuvo a temperatura ambiente, se repartié en tubos de

ensaye, utilizando 1 tubo por cada cepa a trabajar vertiendo 5 mL en cada uno.

54

——
| —



	Portada 

	Índice General
	1. Introducción 
	2. Marco Teórico 
	3. Justificación  
	4. Objetivos 
	5. Hipótesis 
	6. Diagrama de Trabajo 
	7. Materiales y Métodos 
	8. Resultados 
	9. Discusión  
	10. Conclusiones 
	11. Referencias
	12. Anexos

