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- I. " INTRODUCCION -

. Ha transcurrido mds de una década desde la = aparicién
del ketoconazol, que ha demostrado ser un antimicético de
amplio espectro, activo por via oral y con minimos efectos
secundarjos. Antes de su creacidn, los clinicos y los

pacientes se enfrentaban a las enfermedades micSticas con

una serie de férmacos que, especialmente en el caso de las -

micosis sistémicas tenfian un valor limitado y - “una-
toxicidad inaceptable, tal es el caso de la grisegful#ina,
considerada como el primer antimicético sistémico;¢~pe£bl'l

efectiva 86lo sobre dermatofitos, o bien la ,anfptéiiéin

B, .cuyo espectro antimicético es amplio,»sin~embdrqor
demasiado t6xica y de dificil administracién.

A pesar de haberse descubierto™ ‘en '1944

bencimidazol, este antimicético no éfrééiaﬁjyéfsﬁdegz 2

perspectivas en el tratamiento de las diversas micosié,
por lo gque a lo largo de los 35 afios siguientes - muchas
compafifas, especialmente Janssen Pharmaceutica, estudiaron

la eficacia terapeiitica de una serie de imidazoles, a los

cuales se le hicieron una diversidad de modificaciones 'y "

sustituciones de los radicales, dando como resultado
compuestos tales como el tioconazol, sulconazoi,»

tiabendazol, clotrimazol, econazol, etc., en los,cualesﬂgp

comprobaron sus propiedades antimic6ticas, encontréndose .-

que algunos presentaban espectros antimicéticos };muY—

limitados (tiabendazol, mebendazol), inducecién dé  éniimaé
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; por‘vi o

8 ntesia

'administracién y pocos efectos secundarios.

ybiahbr la

: epéticas, (clotrimazol),. b;pd}s

ral baja (miconazol), eca.

ser é de propledades, como sons amplio

_relativamente sencilla ' facil

actualidad el ketoconazol se uti

ponibilidad

En la: carrera por encontrar un mejor antimlcético, ‘88

“a larcreacxén del - ketoconazol en 1977, el cual tiene

espectro,

via de

liza como

ﬁ;atamiento_de elecci6n de la mayoria de las candidosis en:

piel, mucosas, vagina y ufias entre otras, incluyendo las

sistémicas.Ha sido utilizado ampliamente en casos extensos,

crénicos y rebeldes a tratamientos tépicos e inclusive en

casos gra
Hasta
apoyaxan

ketoconaz

nulomatosos.
hace poco tiempo, no existfan p
el desarrollo de resistencia mi

ol, ni a otros imidazoles, sin embarg

ruebas que
cética al

o, hoy en

dia surgen con mayor frecuencia en la literatura, reportes

de estudios gue comprueban la resistencia en hongos, y es

asi como

surge la inquietud de realizar en e

1 presente

estudioc pruebas que comprobaran la resistencia "in wvitro"

,d9 hongo
aisladas

trabajos

s al ketoconazol, en especial de (Candida spp.

de casos patolégicos, teniendo como

de resistencia "in vitro" e "in vivo",

refaerencia

realizados

por Van Cutsem y cols. (15) en 1986 con cepas de (Candida

bi ]

crénica.

aisladas de pacientes con candidosis

mucocuténea



As{ mismo, el objetivo de este trabajo es conocer los
limites de resistencia del total de las cepas estudiadas,
f las especies de Candida spp. con mayor resistencia al
ketoconazol, por lo cual es importante realizar una
tipificaci6n completa de las cepas de (Candida spp. .
aisladas de pacientes con candidosis, para proporcionar el

tratamiento especifico adecuado en cada caso.



1.~ OBJETIVOS

- Tipificar 100 cepas de Candida spp. aisladas ‘de:cééqs'
paiolédicos, mediante la metodologia habltudl,:"

-:-Determinar la concentracién minima inhibito:

del - ketoconazol (R 41:400), frente  a " 1as

ketoconazol

5 éidiscbs'by'



2 CANDIDOSIS:

tLa‘dandidOSis es una micosis por agenté opurtunigta yr
cosmopolita por excelencia, causada por varias especies del
'género Candida, siendo C. albicans el agente etiolégico mis
importante y frecuente, sin embargo, destacan otras
especies cuyo poder patdégeno €s menor y siempre generan el
mismo tipo clinico, entre ellas podemos mencionar a
C. stellatoidea, ¢. tropicalis, QL arapsilosis, . krusei,
C. pseudotropicalis,{. guillermondii y C. zeylanoides (1}.

La candidosis presenta una gran variedad de cuadros
clinicos; - pudiendo ser una enfermedad superficial que
'Tafecta primord1almente mucosas ( boca, vagina, laringe,
°'far1nge,ré etc.), piel (pliegues), wufias o atacar

‘ocasionalmente érganos profundos tales como pulmones,
 »vIsceras, atc., asi como cursar en forma crénica, aguda e

,inclusq,fulminante,

Lasi;levaduras del género (Candida, utilizan como L

feservpribial hombre y algunes animales homeotérmicos, én’
~los que'éon frecuencia causan enfermedad. No se aislan}dEI

auelo ni de los detritus vegetales. Diversas especies “BC

--componentes de la flora habitual del cuerpo; ya que coloni
~zan al organismo desde los primeros dias del nacimiento, v
: tienen una fuerte predileccién hacia las mucoaa z

‘gastrointestinal, boca, laringe, faringe, vagi d,

_encontréndose  frecuentemente en = vias . respiratorias'




1 Su aialamiento ‘a pat rbd 6 Las:; po;A lo general
71ndica enfermedad (1) : Sl

La candidosis se adquiére en 1a- ayorfa  de los casos

por vla endégena, por la pres'nci ‘de aétpres predisponen-

tes en el huésped tales como:v o
a).- Factores fisioldgicos :cambios de pH en vagina y boca,
embarazo, prematurez,etc.

b).- Enfermedades o procesos debilitantes que impidan al
huésped alcanzar su 6ptimo desarrollo inmunolégico o bien
disminuci6én de sus defensas orgédnicas tales como diabetes,

tuberculosis, amibiasis hep&tica, desnutrici6n, prematu-

rez, inmadurez, embarazo, senectud, etc.

c}.- Inmunodeficiencias primarias o adquiridas: leucemias,

linfomas, enfermedad de Hodgkin, SIDA y en el caso
especifico de la candidosis mucocutdnea crénica, agamaglo-

bulinemias y sfindrome de Di George.



d).-‘ Factores iatrbgénicos: tratamientos pro;pngaaos, con :f

antibiéticos,corticoesteroides y citotéxicbs;ftratamiehtos::'

antiéonéeptivos orales y dispositivos. ihﬁrﬁhﬁetﬁhos;

'procédimientos quirdrgicos y cateteriemoé.‘_

e).~ ' Factores ocupacionales: especialmente:

‘interdigital y onicomicosis de las manbs eh'péféohas_“que

mantienen ‘las manos hiimedas , . como. es i-elcaso” de

lavanderas, amasadoras de pan y tortillas ;ihplgqbfﬁs - de s
fruta o pescado, etc,(l). o 7? - S
f).-~ Misceldnea: dermatitis inflamatéflaé,'piévida; en
especifico dermatitis de contacto yvdéi afeé"del 'paﬂal;w
traumatismos ungueales, mal  estado de ‘la  dentadura,
prétesis mal adaptadas y humedad‘(l). )
. La candidosis puede adquirirse también por via exégenal

como ocurre en el caso de los drogadictos ‘o ..bien :por

transmisién sexual (balanltis-véginitis).

-candidesls "



' 3. TIPIPICACION: DEL GENER

gico. Los medxoa més utillzados

agar -Sabouraud, gelosa_sangrk

PRUEBAS BIOLOGICAS

Las . pruebas bioldgicas ;sdn,]]bééicaménté

preSuntivaa que se describen a continuacién::
a).- Formacién de tubos germinativos.

Esta es una prueba répida y tal como se mencioné no
es determinante para la identificacién de C. albicans.
Consiste en - sembrar la cepa en estudio en una pequefia
“cénﬁidad del suero humano e incubar durante 3 a 3.5 horas
a 37 °C, transcurrido este tiempo sélo . albicans debe
formar tubos germinales, que son  estructuras de
aproximadamente 5 a 15 u de longitud, dando la imagen de
‘un.--"espejo" o "raqueta" al microscopio. La lectura debe
hacerse exactamente a las 3.5 horas ya que después de este
tiémpo todas las especies de (andida forman tubos
germinativos. Por lo tanto , esta prueba no es muy
confiable y debe apoyarse en otros datos como la formacién
de clamidoconidios (clamidosporas) y zimograma para-deter-

minar la especie (3,5).



ifblastoconidios

47 (clamxdosporas) son esférxcos con un tamaiio mayor‘ al' de

*los blastoconxdlos (blastosporas) del - orden ‘de’
20  p;° presentan una doble membrana refringente cén -“h§.¢

localizacién terminal la mayoria de las veces. Son‘esthuc-'r

turas de resistencia, cuya formacién se ve favorecida por

una baja tensién de oxigeno, deficiencia de nutrientes  y
temperaturas entre 18 y 25°C (3). El medio que se emplea
cominmente - para esta prueba es el de agar harina de maiz
(Corn - meal agar) adicionado de algin agente tensoactivo
como el "Tween 80" al 1% ., El medio se prepara en cajas de '
Petri 'y la cepa en estudio se éiembra en forma de estrfa
larga, ~poateridrmenté se incuba de 48 'a 72 horas y se
obseivn al microscopio colocando directamente la caja

sobre ia platina. L

sta prueba, es determ;nante para §$ g;_;ggﬂ_. y sélo en
' atas ocasiones Q; gg; g;g; on - y g‘ ;;gg;gg;;g pueden

gformar . clamidoconidios (clamidosporas) : (3),., aunque

morfolégicamente son diferentes.



PRUEBAS BIOQUIMICAS.
Se basan en la agimiiaciép:(Aﬁxonbgrama) y fermentacidn
(zimograma) de carbohidratos, :existiendo un perfil

bioquimico que identifica a cada una da las especies de

Candida.

a). AUXONOGRAMA.

Las pruebas de asimilacién de carbohidratos.. son

métodos ampliamente empleados para la identificacién»de%
los hongos levaduriformes de importancia clinica. Se whhﬁr.
descrito diversos métodos (3), sin embargo, el mas
utilizado es el método de los discos; éste evalda la capé-‘
cidad de las cepas de utilizar carbohidratos, consiste . en'
utilizar un agar base nitrogenado libre de carbohidratos y
evaluar el desarrollo de las levaduras alrededor de discos
de papel filtro impregnados con el carbohidrato, tras un
perfodo de incubacién de 5 a 15 dias a una temperatura de

2s°c,

b). ZIMOGRAMA.

Esta prueba es Gtil para complementar los resultados
de las pruebas de asimilacién de carbohidratos en 1la
identificacién de las especies., Se emplea un medio liquido
base, al cual se le afiade el carbohidrato por separado

ademds de un indicador de pH (rojo de fenol o pirpura de

10



btomocresol)

campana de fermentacién 0 tapén de cera pa

cepa ‘en estudio, se - incuban ia
resultados de 5 a 15. diaé. La. fermentacién llevada
por las levaduras se detecta por ‘el vire:

asi como por 1a produccién,de g&s.

REDUCCION DE suns'n’a TEThAzdr;;o.

Esta prueba e mportante y complarentaria, sobre
‘codo cuando existe confusiﬁn entre L8 _;g;lgg_iggg con
~clamidoconidios (clamidosporas) positivos y €. albicans.

’En este c;so, se s;emhra la cepa,en estrfa en el medlo

Pagano—Leyine,que contiene: cloruro de trifenil tetrazolio
(TIC) y 'un’antibiético . de amplio espectro que impide
J~la‘ncontaminaci6n bacteriana, ademds de un indicadox
biolégico . lo que permite una simple y r4pida diferencia-
bcién de (£, albicans de otras especies. Los resultados se
observan de 48 a 72 horas a una temperatura de 25°C." B
'ia'ﬁdife;enﬁiacidn de ¢. albicans de otras especies . se
basa en 1las distintas coloraciones que presentan. - las
colonias en el wmedio, debido a la capacidad de las
levaduras de reducir en mayor o menor grado compuestos - de
tetrazolio. Las colonias de C. glbicans tienen  una“

capacidad limitada o casi nula de reduccién, por ‘1o que.

11



Lsus colonias desarrollan un coler blanco o rosa’'pélido,

mientras que las demds especies lo hacen de . color pfirpura,

‘aunque 9_ k;gse -~ (3) también puede producir colonias

: s_fécxl su diferenciacién por la textura de sus

icolpn;as,

que son planas, secas y color mate en contraste

n las ‘de g albicans que son cremosas;’y porque tiene

: dif’ ence perfil bioguimico.
= ueden valorarse otras caracteristicas de los Thongos

rmes gue nos ayuden a su tipificacxén como - son

nitratos y‘presencia de ureasa; estas ﬁltlmaa 2. pruebas,

od6‘~ cuando  hay confusiones . -con cepas . de

12



_‘alk :

‘5éaré' Qde cialqnier terapia tenga éxito es  necesario :

'Zcorregxr los factores predisponentes de la candidosis.'

iatamiento por lo tanto dependerid del tipo de’ ‘estos

xlfactOres ligados al paciente.

Los tratamlentos mas empleados son los sigquientes:

a). Soluciones dcidas y  Dbédsicas. Empleadas como

tratamiento tépico para la correccién del pH en casos:pomo

vaélnitis y candidosis de boca y del Area del pafal.

" 'b). Nistatina. Es un medicamento especifico, no se

absorbe, por 1lo cual se usa tépicamente en forma de

ungUentos, cremas, 6vulos, geles, etc. Su presentacién en

“tabletas s6lo es itil para la candidosis gastrointestinal,.

c). Imidazoles tépicos., Son recomendades sobre todo para
lesiones - intertrigincsas; exiéten otras presentaciones
comé geles 6&vulos, etc. itiles para mucosas. El tiempo
promedio " de terapia oscila entre 20 y 25 dias con dos

plicac;ones

Los imidazoles m&s empleados

son: miconazol /- clotrimazol, ketoconazol,

“13
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e). Triazoles. El itraconazol y flucona ol éé

empleado en tratamientos slstémxcos, ‘en casos muy extensoa
crénicos 7y rebeldes a tratamientos tépicos' 1ncluaive “en

casos granulomatosos.

£). Saperconazol. Se han obtenido buenos resultados de su
acciQn en contra de hongos oportunistas y pat6genos en
estudios preliminares hechos "in vitro" (4).

g). Anfotericina B. Se debe emplear dnicamente para el
tratamiento de formas profundas y sistémicas sobré ﬁodo

las que no responden a imidazoles sistémicos.

KETOCONAZOL

Durante mucho tiempoc el tratamiento éoﬁnn'mbéra ;lé
candidosis fue la violeta de genciana, ﬁas tar&e ‘la
nistatina y recientemente los derivados del imidazol ‘como
el miconazol y <clotrimazol, hasta que 4 un nuevo
antimic6tico fue sintetizado, el ketoconazol, considerado
cémo el primer antimicético oral de amplio espectro, el
cual ofrece un tratamiento simple, poco téxico y efectivo
en contra de infecciones filingicas. Se conoce que este
antimicético es efectivo en micosis cuténeas y sistémicas
como la candidosis vaginal, dermatomicosis, onicomicosis,
candidosis mucocutdnea crénica, paracoccidioidomicosis,

coccidioidomicosis e histoplasmosis.

14
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Su accién origina un'aumento en:la susceptlbllidad dej o
; r: o8 facllitando 1a‘f,v

a; defensas del huéspedr

3 - humanas, - éev requiere ”'unaA
000 ‘veces’ . mMayoxr d~ la . necesaria para,

‘Va g& glbicans. su grado de eficienCLa es:del” 86f

Se ha reportado que - el ‘90% de “los paciente
anuentran libres de efectos secundarxos. : g
’Por Gltimo se ha observado que. 200 -mg de ketoconazol

o una vez al dia proporciona una profilaxis efectiva.

rpara produc;r e

El "’ ketoconazol proporciona remisién répida en el 75-* S

780% de los adultos y el 96% de los nifios con candidosis
6:&1 aunque la respuesta gquizd sea menor en los individuos
con ciertos factores predispenentes . La dosis de 200 mg
diarios es tan efectiva como dosis mayores en los adultos,
e nifios se recomienda una pauta de 20 mg 3 veces al dia o
su equivalencia de 3 mg/kg peso/dia. Sin embargo, son
necesarios mis estudios para definir la tasa de recidiva

tras el tratam;ento con éxito, Y para eatablecer con mas

claridad la utilxdad del ketoconazol prof;léctico en T

los pacientes de riesgo elevado.
La administracién oral del ketoconazol es claramente
eficaz para la candidosis wvaginal, micosis sumamente

frecuente, que hasta hace poco no contaba - con  un

15



tratamlento sistémico. i
i En el caso de la candidosis mucocuténea crénica los

»‘resultados con el ‘ketoconazol son esperanzadores, conside-
_rando la naturaleza recalcitrante de la enfermedad. Antes

dé( sﬁ aparicidn solian requerirse ciclos repetidos de
‘anfotericina B intravenosa, con riesgo de nefrotoxicidad.

‘Es‘ necesario, sin embargo, analizar ma4s a fondo los
beneficios y.la dosis 6ptima del tratamiento profil&ctico. _'j!

En el caso de la onicomicosis dermatofitica  y " por

‘“levaduras . proporciona un tratamiento efectivo. Su’ ampli@;

espectro de accién presenta una clara ventaja sobref5la'

: griseofulvina, que s6lo es eficaz frente a _las infecciones

que la griseofulvina. : ;
El ketoconazol actda para ciertas‘formé

sistémica o profunda, anluxda la candiduria Sin embargof

el valor real del f&rmaco en tales infecciones,: y Ten
particular,si la probabilidad de reapuesta es mayor en unos
pacientes que en ot;os, aon;:emas que no podran aclararse -
hasta = disponer de ﬁéYot'exberiencia ciiniéa.

Ademés, serIa 1mportante conocer la extensxdn de

'colonlzacién por Qggﬂiggien cada paciente en particular,
puesto .quen«esto poqria incidir notablemente sobre los

resulﬁéﬁds'del}trétamiento.

16



5. RESISTENCIA A AZOLES

Desde su aparicién en 1977, el ketoconazol, demostrd
ser el primer antimicético oral de amplio espectro, . el
cual  ha sido utillzadec como tratamiento de eleccién para
la candidosis incluyendo 1la sistémica, sin’ embargo,;
reportes recientes (15,16,18,19,39,40) han confirmédo‘rlaf
‘resistencia de (Candida a los azoles. antimicéticos;;:'
principalmente al ketoconazol. 7 :

Se’ ha visto que los pacientes con ‘candidosis

“mucocuténea crénica, presentan una marcada mejoria al ‘ser
sometidos a tratamientos prolongados con ketoconazoi
(12,38), antes de su aparicién estos pacientes eran
tratados con otros agentes antiflingicos, administrades en
forma tépica o parenteral encontrdndose s6lo mejorias
pasajeras. De los pacientes con candidosis mucocuténea
crénica, que han sido tratadoé con ketoconazol durante
tiempos prolongados,y que han recidivado se aislaron las
cepas correspondientes, las cuales se sometieron a
diversas pruebas "in vitro",observéndose que todas fueron
resistentes al ketoconazol (15,16,18,19,39,40).

Horsburgh y cols. (38) sugirieron que la resistencia
se adquiere durante el tratamiento, sin embargo, esto ha
sido cuestionado utilizando diferentes métodos  para
valorar las concentraciones minimas inhibitorias, para ‘las
especies de Candida obtenidas al principio y al final del

tratamiento (34).

17




Estudios hechos con bacterias (41) han demostrado que la
resistencia no ocurre de manera natural, sino que més Bien
es inducida ya sea por mutacién o seleccidn.

En un intento por establecer el mecanismo . de
resistencia de especies de (Candida a los azoles
antimic6ticos, se han realizado investigaciones y 1los
resuitados ~obtenidos sugieren que estos se enlazan a’la
citocromo P450 _del microsoma de Candida y que dicha . unién..:
es .menos fuefte en una cepa resistente que en una sensible
Sy e
Ryley, 'wiison Y éarret—Bee (42) por otra parté; KanJ

“atribuido la resistencia a cambios en la estructura o
‘funcién de la membrana de Candida, ya que el ketoconazol’tf
inhibe la biosintesis del ergosterol, princxpal ester01  '*
componente de la membrana de las levaduras. 'i

Es importante establecer que el ketoconazol tieﬁéi ﬁha
accién sinérgica con las células del sistema inmine del
huésped (25,27,43), asi como también conocer la respuesﬁa
clinica que presente un paciente sometido a tratamiento
con ketoconazol, ya que el fracaso del tratamiento. puede

ser debido no a la resistencia de la cepa, sino a una
disminucién en la absorcién o incremento en la eliminacidn

de la droga.

18



6. KETOCONAZOL
6.1 ANTECEDENTES
Durante mucho tiempo y ain en la actualidad, ias'

enfermedades causadas por hongos representan un grave.

problema para el hombre, sin embargo, éste ha tratagq' de

combatirlas con sustancias antimicéticas que: ha
descubriendo a través del tiempo. 77 7
El  tratamiento de las micosis superficiale

profundas ha avanzado radpidamente en los: ﬁiﬁiho

considerando que s6lo a principios de Vestg';
terapia " aplicada a infecciones micolégicas‘se rea;
‘uso de vioformo y violeta de genciana,:" s
Un paso importante fue el descubrimlento*i
griseofulvina en 1938, la cual se obtiene a” parci :
Pepicillium griseofulvun, sin embargo, no. se introdujo en:
la medicina hasta 20 afos deapués, y en 1958 Willi g

cols. publican su emplec con éxito en la. tifia ,d‘

nifios, sin embargo, ésta cura la tifia de - la cabeza ;y:

aunque resuelve la de las ufias lo hace por tiempos‘ muya

prolongados; no actida en otras micosis superficiales, n
tampoco contra €. albicans. '
En 1951 Hazen y Brown descubren - la: nistatina, primer

antibiético poliénico y el primer anticandidiésico.}

realmente eficaz, el cual se obtiene a partir

Streptomyces poursei. No se absorbe por vla oral lo

reduce su empleo y cuando se admxnistra po: esta yia
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ejerce. efecto  sobre 7

contenido. Cuando Se administr
sumamente téxica.

Hasta esta fecha no existia"ningﬁn agénte‘efectivo ah el

tratamiento de infecciones fungicas sxstémxcas ‘comb 1a
coccidioxdom;cosxs,paracoccidloidomicosls, histoplasmosis,
micetuma, etc. esto trajo como consecuencia el “interés de
varios investigadores de buscar nuevos farmacos que

resultaran efectivos en el tratamiento de dichas

enfermedades, asi, en 1955 aparece.. la :'‘anfotericina 3B,£ e
procedente de Streptomyces nodosus (Gold y cols.),*la’
cual es  activa, pero nefrotéxica, se absorbe mal ,en 'éi

tracto gastrointestinal y e tiene que administrar por vi"

intravenosa lenta, aplxcacién que unicamente se puede'

llevar a cabo intrahospitalariamente (32) : su 'principal~

uso ha sido en el tratamiento de 1a coccidioidomicosie
histoplasmosis.

En  cuanto a - las demés

sisitémicas, el panorama terapeutico es variado
esporotricosis con salvarsan:

tratamiento ideal, facil, activo, barato

En el caso de la cromomicosi

las micosis profundas",

2°__



: tratamientos, como potasio, . calciferol,

3anfoter1cina B, 5= fluorocitosina, etc, (49)

: En 1a bﬁsqueda de: nuevos agentea antimicéticos,.

surgen‘ en’ 1969 los derlvados sintéticos del - imidazol
,(clotrimazol, miconazol y econazol) después de una paﬁsa
de qercs de 15 afios en.cuanto a novedades. * o
‘Estos agentes antifingicos fueron utilizados con éxito en
el tratamiento de las micosis m&s obstinadas, y asi con el
paso - del -tiempo se pensé en la posibilidad de obtener: uh
compuesto con una mejor reabsorcién oral  y ‘actividad
sistémica, apareciendo en 1977; el ketoconézol;
.desarrollado en Bélgica por -Janssen, que ha demostrado ser
’el primer anCImicético oral de amplio espactro, empleadd
en ' casi todas ~las" micosis ’ tanto superficialeg‘
V(dermatofitosis,,'candldoais, pitirxasis versicolor) como
én las ;Bietémicas,_principalmenter coccldioidomicosis -y
. paracoccidioidomicosis (45,46,47). R

Este antimicético vino a llenar un profundo hueco” en
la‘ térapia antimicética y a modificar los esquemas
térapéﬁticos de estos padecimientos, sin embArgo, a’ pésaz

de .este avance tan xmportante en la Mi ologia médica, -no’

'se ha ganado aﬁn la guerra contra los hongos: y se - siguen
t;abajando Y desarrol}ando nuevos yimejores antimic6ticos

para beneficio de-la humanidad, *
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6.2 PROPIEDADES PISICOQUIMICAS

C6digo de 1dentifxcac16n'¥.
Peso molecular:
Férmula condensada:i

Férmula quimica:»

< Punto de fusidn:
Rotacién especifica:
Residuo a la ignici6n: - *
Pérdida al secado: .

Férmula estructural: cys

El ketoconazol es un polvo b ancn o iigaramenta
,lbeige, inodoro y caai insipido. oluble en écidos, etanol,
“dimetil sulfdxidq, dimetil formamida, etc., estable si se
almacena ‘en condiciones normales. Se suministra en forma
‘de #abletas que  contienen 200 mg de ketoconazol . por

tableta.
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oconazol ejerce si actividad en

iéido in§e§tigado completamente a

«'hiQélibioéuiﬁiéo Y hoifolagico (25,27).

-' 35£&dios bioquimicos han demostrado que el
,ketdﬁonazol afecta la permeabilidad de la membrana celular
E de.células sensibles, este disturbio se manifiesta por la

enﬁradé de iones potasio y compuestos fosforados.
" Resultados mas recientes establecen que estas alteraciones
en ' la ' membrana celular son consecuencia de la
interferencia del  ketoconazol con la biosintesis - de
lipidos, especlalmente . con ‘la sintesis de ergosterol,
principal esterol componente de la membrana celular de las
levaduras (25,28,29,30,32,33,43), como resultado de la
represién de la actividad de la citocromo P450, la cual es
necesaria para‘ que se lleve a cabo 1la reaccién de

desmetilaci6n ' de - 14 a-metilesteroles a ergosterol
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(32 33134)}i:56h lékgonsigﬁient

con un grupo id

otros (33 34, 35) : :
Este férmaco intéfffére‘
triglicéridos y. fosfolipido
Estudios’ hechos

microscopia electrénica de barrido’han demostrado que e1, _

ketoconazol tiene efecto sobre. la biosxntesis de 1Ip1dos Al

bajas concencracionea'(10;10_knq/ml), causando alteracié
de la membrana celular como ya se mencioné, cambios en  §1 ;1'
volumen, deficiente’ divisién celular, acumulacién T?de T
elementos membr;ﬁbséé “anormales depositados en la pared
celular -y en. la Vacuola central, asi como numerosas
cicatrices de yemas distribuidas al azar (21,25,27,43).

A ‘altas concentraciones de ketoconazol (0.5-50pg/ml),
la - vacuola central de la célula aumenta de tamafio- y se
llena de material citoplésmico degradade y de gotas de
lipidos; la célula adquiere una forma angular debido a la
pérdida de resistencia osmética y concentraciones mayores
de 50pg/ml causaron necrosis celular con sobrecarga de
grasa (21,25,27,43) st

El  ketoconazol -tiene ‘éfeqpo también  sobre el .
comportamiento - de lés enz;maéfoxiﬂat;vés Yy peroxidativas

de ' las célulasycbsérvahddse ﬁue é:,bajaS' concentraciones




provoca la produccién  de peré6xido ae 'hidrdgeno c6m0~
‘ consecuencia del ~incremento de ,lé lactividad de la
oxidasa-NADH dependiente, inhibicién de la acti&idad de 15
peroxidasa e incremento de la actividad de . la catalasa
como una reaccién de defensa celﬁlar, que trata de mantenér
niveles bajos de per6xido de hidr6geno intracelular, no .
téxicos para la célula. Sin embargo a concentraciones
altas la oxidasa-NADH dependiente continua produciendo
peréxido de hidrégeno mientras que la actividad de la
peroxidasa y de la catalasa es totalmente inhibida con 1lo
cual hay un aumente de niveles de peréxido de hidrégeno

en concentraciones téxicas causando muerte celular (25).
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6.4 ESTUDIOS cho‘nmgmrcos :
6.4.1 ACTIVIDAD ANTIMICOTICA “IN:VITRO*

El ketoconazol  t. p V:roi‘dé' actividad
;ntimicdtiga.ﬁihfvif 0" gua;;tat;vamenfé similar a la del

miconazol.

‘Los ... :resultadosrg'°cdantitativos sobre las

o cbnﬁent;éciopeé'lhin;ﬁaé “inhibitorias del ketoconazol,

= vdriéh an.los diversos laboratorios dependiendo del tamaiio
"dql V;nécﬁld;r médio de cultivo, tiempo y temperatura de
;incusqcion y . fase de proliferaci6én del hongo. As8i pues,
los. resultados de las pruebas  "in vitro" son menos
relevantes - que “los estudios "in  vive", 'sin ‘embargo,
proporcionan informacién bisica sobre el espectro general
de actividad de un agente antimicético.

En un esfuerzo por encontrar un modelo gque ' se
acercara con mayor exactitud a la actividad "in vivo" del
ketoconazol, c¢on el propésito de analizar la actividad
fungistética y citot6xica de este antimcético, Borgers y
cols. (23) idearon un sistema semicuantitative, el cual
consiste de un cultivo mixto de fibroblastos humanos vy
Candida sp. en medio minimo escencial de Eagle (EMEM)
adicionado de aminodcidos escenciales y 10% de suero fetal
bovino. En este sistema, el ketoconazol inhibe fuertemente
el crecimiento de Candida albicans a concentraciones

bajas, asf{ mismo inhibe completamente la formacién del
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pseudomicelio, que es la forma patolégida—ﬁredominante,deﬁ
Candida albicans “in vivo". Se cres qué’ el “?efécté
inhibitorio del crecimiento a muy bajas cb£dentr§élones ‘y‘
especialmente la  inhibicién de  la: - formacién -del -
pseudomicelio, explican la actividad . "in - wvivo" de;
ketoconazol, donde las células fagocitariés Vdél huésped’
permanecen con una pequefia poblacién de "patégenos méas
f6cilmente eliminables, sin embargo, con este modelo s6lo
se - pudo aclarar la accién ‘del ketoconazol en micosis:

superficiales, pero es importante saber lo gue ocurre con

‘las células del sistema inmune del huésped en micosis -

i pfofﬁndas para lo cual se han hecho estudios, los cualesif,

han demostrado que el ketoconazol presenta una accién
sinérgica con las células de defensa del huésped.

Para probar este sinergismo se empleé un cultivo mixto de

© leucocitos en medio escencial minimo de Eagle, al cual se

le- adicion6 una suspensién de C. albicans y mediante
microscopia electrénica de barrido, se observé que los
leucocitos engloban &vidamente a las células en: fase

levaduriforme, sin embargo, son incapaces de erradicar

.totalmente. a C. albicans, ya que después de unos dias de

incubaci6n las células levaduriformes ingeridas empezaron
a formar tubos germinales, los cuales crecen hacia el
exterior de los leucocitos y se transforman en largas
pseudohifas amificadas, demasiado grandes para ser

controladas por éstos, ademds los leucocitos degeneran a
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través de sus interacciones con-. las células miceliales.’
Por otra parte se presentd una situacién diferente 'al'
adicionar tan solo 0.1 ug/ml de ketoconazol, concentraclén?

a la cual se presenta una inhibicién de la formacién de

pseudohifas a partir de levaduras y d recimiento de 1as
restantes células en fase levadurlforme; eliminando por
completo al hongo. - . g 5 .
Este modelo comprueba el sinéfgiémé éﬁfré el:ke£oEonAioi yrr
los leucocitos y  explicd en‘ﬁéiﬁeifidlqefégtiGidéd ‘el
ketoconazol en erradicar infecciones fﬁﬂéi&dﬁ profundas,
ya quev con una sola dosis diériéi ég cbnéiéueﬁ niveles -
sanguineos activoa‘ continuos muy supéridresu a:los.--que’-
inhiben el crecimiento y 1la transformacién de ’lds
microorganismos (25,27,43). ‘ '

Al igual que otros imidazoles antimicétiéos, elk
ketoconazol presenta cierta actividad "in vitzo® conﬁra
determinadas bacterias Gram positivas, como §S, aureus, .
S. epidermidis o estreptococos enterocéccicos.

Por otra parte se ha demostrado que el ketoconazol
también tiene actividad “in vitro" contra Leighmania a

concentraciones altas pero potencialmente idtiles y contra

cepas de Plasmodium falciparum (43).
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6742 ACTIVIDAD ANTINICOTICA T

idés a inyeccidn ’con

requxlieron ‘doais mas altas (52),:"ya

.ketoconazol tiene menos biodiaponibilidad en éstos que‘

i vombre o en”otra especies de animales (44).

‘B el caso especif;co de la candidosis, el ketoconazol

oral fue efectivo desde el punto de vista profildctico o
‘_gergpeutico, en animales con candidosis profunda, ]
infécéiones vaginales u oculares. Aunque originélmente
fueron - necesarios niveles de dosificacién bastante altos
para obtener un efecto notable sobre las tasas de
' supervivencia en ratones "normales" con infecciones
sitémicas, en los ratones inmunosuprimidos una dosis de 10
mg/Kg/dia mejoré la tasa gergupé;vivencia desde. el 15%. - en
los controles hasta el 55%. Un'  estudio éomparativo no
publicado sobre ratones con ,ﬁhfecCLOn, intravenosa por
C. albicans demostré que 'elv,ke;o¢onazolx a . dosis de
160mg/Kg/dia por via oral‘dﬁ?an;e_iﬁvdiaa gra‘méé eficaz
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 ‘ (sobrevxvieron 6 de 7 anxmales)'que 1a misma dosis * de

miconazol oiclocrimazo‘ por via oral.- (no hubo

eficaz

También result‘}ligeramente mas

: mento de la infeccién al rinén por g;ng;gg se obtuvo»l

gsupervivencla del-. 100% -'con-una dosis oral de 554

i» aumenté‘la dosis necesaria para obtener una . sobrevivencia
by del 100% hasta 20 mg/Kg/dfa.

. Estudios de microscopia electrénica de barrido, han

demostrado la rdpida desaparicién de las levaduras del

- tejido’ wvaginal infectado en ratas tratadas con

ketoconazol, con erradicacién completa del honge tras 5
dias de tratamiento oral a dosis de 5 mg/Kg/dia (13).

Se han realizado también estudios de su actividad "in

vivo" en criptococosis, coccidioidomicosis, blastomicosis,

"hgégaplasmosis y dermatofitosis obteniéndose buenos

resultados.
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6.5 -ESTUDIOS FARMACOCINETICOS ~
6.5.1 ABSORCION,METABOLISMO Y EXCRECION EN ANIMALES-l

La absorcién  del ketqconazoi_ por el ivttaéﬁé o
gastrointestinal, es més ripida en ratas .y cobgynﬁxqqé:‘ég
conejos y perros, donde las méximas conéehtraciones:
plasmiticas se alcanzan al cabo de 15 minutos a una hora 7;: 
después de su administracién, comparada con la de perroa y,r

conejos que es de 1 a 2 horas. Esto se . observé al

administrar una dosis de 10 mg/Kg de ketbtpnagolf
encontrandose resultados similares en animales en'éyﬁﬂﬁéfo
no en ayunas. En las ratas se observé una diferencia de la

tasa de absorcién relacionada con el sexo,  siendo

r4pida en los machos gue en las hembras.

En perros y ratas el ketoconazol experi

ocurre en el hombre.
Después de la - administracién . de

- ketoconazol, a los ¢ dias se observdyque ‘la

hembra excretaron alrededor -de un, 95%”del'ke
vida media de eliminacién oscild alrededor
para una dosis finica de 10 mg/kg/dia (43).
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ketoconazol son mas ¢ f‘, Y- :onsistentes cuando

en ayunas, debldo a’ la absorcién que sufre el férma ]
el tracto gastrointescinal, la cual se 1leva ‘a cabo en7”
términos de una difusién’ sencilla a través del’ eplteliO“‘
La répidez de difusién se atribuye a que el ;farmaco ‘es :
lipofilico, ya que es un compusto‘dibasibo ¥y déhtro del” ’
tracto gastrointestinal se “encuentra en su : forma no
icnizada que es la mas liposoluble, por. lo ”tanto, xié~f
acidez del estémago tiene un papel importante, puesﬁp Qué
el ketoconazol requiere secrecién géstrica Bﬁficiente‘pdfa"

su disolucién y absorcién posterior (54)°

Se ha encontrado gue el 1% de esta droga se encuentra S

libre en el plasma, el 80% esta unido a proteinas‘f

plasmsticas y 15% se encuentra asociado” a . células. ' . :

sanguineas. Después de su absorcién, se metaboliza éh‘ elj‘
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o higado y las prxncxpiles vias Vmetabéllcas identificadas
V“'fueron la oxidacxén del anillo imidazol, degradacién del
‘,imidazol oxidado, o-desalquilacién oxidativa, degradacién
;>oxidativa del anlllo pxperacina e hzdroxilacxén aromética.
- La vida media de eliminacién del ketoconazol fue de\,‘

ii‘S 5, 8 (17 'y 9.6 horas, tras una sola dosis ‘oral®: unica‘ de’;;

'LIOO 200 y>400 mg respectivamente (43).

Cuatro dlas después de admlnistrar una dosis oral de

13% restante con la orina.

6.6 REACCIONES ADVERSAS.
B 6 1 TOXICOLOGIA. e

diarias de: 20 y 40 mg/kg adminlstrados en la

dieta a‘ratas, Wistar, produjeron cambios ligeros que. se

'acent aron ,con dosis mayores, de 80 a 150 mg/Kg/dia.

‘,Jinu;;eron; 2,;de.,10 machos con 160 mg/Kg. Los signos de

‘fﬁbki&idéa  iﬂcluyeron menoxr consumo de alimentos Yy menor

) éum;ﬁtb“de peso, con pocos cambios en el comportamiento,

ei’;aspecto o los pardmetros hematolégicos. La  anatomia

'7§5€615§i£§ Wﬁacrbscééica y la histopatolégica revelaron
lesiones en higado, rifion,suprarrenales y ovafios, 'que

refléjaban concentraciones séricas elevadas de féodio  y~

nitrégeno urefco sanguineo , disminucién dely;potas;d
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sérico, creatinxna urxnaria y la densidad de la orlna. Se,

‘aprecid tendencia al aumento de fragilidad Osea en. las}

ratas: hembras.

Sin 'gmbargo,' todas 1as'fraéturas rfueron' secundarxas l
: mahipuiaqién, y el ‘ékamgn:r histopatolégico Y :.1a$5
rédiograflas no mostraron evidencia de osceoporosih{ L
‘ Eh los ' perros con. dosis diariaé :de 40 mg/Kg ‘defw
ketoconazol durante un afio administrado en forma "dev
c&psulas no - se .produjeron muertes, pero dism;nuyé eI
Vaéetitp, apafecierop vémitos y disminuyé el aumento::de
’fpgSO.“’"éi rhlgSao ‘pesaba pas de . lo .'normal, las
'coﬁcen:iaciones séricas de GTP (transaminasa -"glutamica
'iirﬁvicg) b4 fosfatasa alcalina estaban aumentadas y en el
;éxahen*~histopat016gico era evidente la formacién >-y
dep6sito de lipofucsina. Con dosis de 60 mg/Kg/dia durante
20 : semanas se produjeron aumentos m&s acusados de GTP y
fosfatasa alcalina, junto con aumento de peso del higado y
reduccién de pesé del timo. Sin embargo, todos estos
cambios fueron reversibles.al suspender el tratamiento.
Con 80 mg/Kg/dia ocurrieron los mismos cambios, ademds de

gastritis severa,  lctericia'y muerte.al cabo de 2. a 4

semanas. : I - SRR W 5 IS D LT P
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6.6.2 EMBRIOTOXICIDAD, -~

: Dosis de hasta 80 ‘mg/100g: de alimentos (alrededor de
80 mq/Kg/dia) en-ratas machos, y de hasta 40 mg/lOOg
las --hembras, no tuvieron efectos sobre la fertilidad. VAVf
“ dosis de 80 mg/100g de alimentos, en las hembras disminuyé
la ‘tasa de gestaciones. La administracifn durante el
00

_periodo . posnatal de dosis altas con los alimentos

7 mg/100g) produjo una tasa baja de embarazos con tamano

"pequeﬁo de las crias y menos fetos vivos. Las criaa -

nacieron pequefias y no aumentaron de peso, y la;,mayoria
~fallecieron al cabo de pocos dias. i jw
<:Se ~‘observé oligodactilia y sindactilia en la ' mayorfa dé‘
las " crias. que habian recibido alimentos con 100 .y 160
mg/100g de ketoconazol. No ae'produjeron anomalfias ‘con
dogis menores.
e Aungue estas concentraciones corresponden a niveles -
de,,dqsisrrtﬁxicas y subletales,« se recomienda que el
ketoconazol ilno se i administre a mujeres' durante . el

embarazo. . .. T S

- 6.§.3 “HUTAGENICIDAD Y CARCINOGENICIDAD,
En estudios esténdar de mutagenicidad "in vitro" con
cepas de Salmonella typhimurium y la prueba  letal .

dominante “in vivo*, con células germinales de raﬁones e

machos y hembras a los que se les administré una dos;é de

35



20, 80, 160 y 360 mg/Kg de ketoconazol, as

como la prueba v

de micronicleo  en ratones, no “'de ostré; el k toco (
tener propiedades mutagénicas : estanf{

realizando estudios de carcinogenxcxdad con: admin stracidnv

durante toda la vida'a ratonesv’ ratas

6.6.4 TOXICIDAD OFTALMICA

La aplicacién bp ca del ketoconazol al 14 no: etéraé

significativamen;e' 41,c1erxe de los- nge

corneales’ en cénejos ‘ni produjo otros’ 'sintomas,, como

1nyecc16n?conjunt1val, edema del estroma o-iritis (43).
:—6;6.5~”EFECTO SOBRE LAS ENZIMAS MICROSOMATICAS.

El efecto de un f&rmaco adminstrado por via sistémica
sobre las enzimas microsomadticas hepdticas tiene interés
desde varios puntos de vista, incluyendo las posibles.
interacciones con otros fArmacos metabolizados en el
higado, la probabilidad de que el farmaco estimule ' su
propio metabolismo y la posibilidad de cambios
estructurales dentro del higado (43,51).

La administracién aguda de ketoconazol, produjo:
cierta inhibicién inicial del metabolismo farmacolégico en
modelos animales, pero s6lo a dosis relativamente altas --
(58.8 mg/Kg). Por tanto, parece improbable que el

ketoconazol altere la capacidad del higado para

metabolizar los f&rmacos en cuantia importante.
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‘5,6."5 REACCIONES SECUNDARIAS.

' Apréximadamente_ en el 10% de los
; algunos de “los siguientes sintomas.ﬂ
cefalea, mareos;: diarrea, somnclencia;,lk vic

encontrado

no .se ha

EL HOMBRE.

ar 'llyicoé se han realizado  pruebas
de labéra£;rioi~'dirigidaé ‘a’ detectar los efectos
hioqﬁimiboa”déllkétéébhazbll No se aprecié toxicidad sobxe
el sistema hematolégico, el ojo ni la funci6m renal, ni
éobre el -equilibrio electrdlitico. Adem&s, dada la
tendencia a la fragilidad 6sea observada en las ratas
hembra durante los estudios de toxicidad, se investigaron
en el hombre varfios pardmetros relacionados con la
formacién del hueso. No se produjeron cambios adversos de
la formacién ni la densidad 6sea en los pacientes
estudiados y no se observaron elevaciones anormales del
calcio sérico o la fosfatasa alcalina, ni disminuciones del
f6sforo sérico. De hecho, en pocos pacientes con ~lesiones
6seas por infecciones micéticas durante el tratamiento, se

produjo neoformacién Gasea (43).
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7. MATERIAL.

Algodén absorvente

- Asa bacteriolégica

- Bulbos de goma

- Cajas Petri desechables estériles de 100 x 10 mm
- Campanas de fermentacién

« Cubreobjetos

- Espétula de aluminio

- BEtiquetas

- Frascos viales
- Gasa R
- Gradillas metdlicas para 40 tubos S

- Lépiz graso

- Matraces aforados de 10 y 50 ml,
- Matraces bola fondo plano de 500 y. 1000 m;;
- Matraces Erlenmeyer de 250 y 500 .ml,.

- Mecheros Bunsen :

- Micropipeta de 100 pl.

- Papel filtro Whatman No.42

- Papel parafilm

- Pinzas de depilar

Pipetas graduadas de 1, 5 y 10 ml.

- Pipetas Pasteur

- Portaobjetos
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Probetas graduadas de 50 y 250 ml. .
Puntas para micropipeta desechables estér;;eé;’

Tela de asbesto

Tripié

Tubos de ensaye de 13 'x 100 mm éonftapéhv e rosca’

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm

Tubos de ensaye de 16 x 150 mﬁ:'

vasos de precipitado dé iod'f 25

.. EQUIPOQ.
Autoclave Vo
Balanza analitica
Balanza granataria
Campana de flujo laminar
Estufa
Incubadoras de 28 y 37°C
Microscopio 6ptico :
Nefel6émetro con filtro verde .
Refrigerador

vértex
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““REACTIVOS

Acetona

Acido acétlco‘nf
Acido clorhidri;o;( él
Acido sulfdrico (ﬁ [
Agua destll&da!f:”z
Cloramfeniﬁdl“"
Cloroformo
Cloruro-de Bario (Bac
Cloruro de sodio (Nac
Cloruro de trifenil tetrazolio (TTC)

Colorantes para cincién de'Gram
Etanol g
Extracto de carne .. .
Extracto de lévgdur% .
Fenol
Galactosa
Glucosa - (e
Hidréxido de sodio (NaOH)
Lactosa

Maltosa

Peptona de casefna.-- - L e e L

PGrpura de bromocresol

Tween 80
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- MEDIOS' DE CULTIVO

- Agar bactetiolégxco

~ Agar Biggy
- Agar corn-meal (harina de maiz) .
- Agar -Sabouraud : T

-~ Caldo Sabouraud
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8. MBTODOLOGIA

Se . proporcionaron 100 cepas de (andida gpp. de
pacientes de consulta externa e interna de 1los diversos
“servicios del Hospital General de México S.S., que
presentaban diversos tipos de candidosis.
Para verificar la pureza de cada una de las cepas, se
realizé wuna tincién de Gram y siembra en forma de estria

en agar Biggy, incubdndose 48 horas a 28°C. Una vez:

comprobada la pureza, se procedié a'realizar lé marcha  27

rutinaria de tipificacién de cada cepa, mediante’’la“

metodologfa habitual a partir del crecimiento obtenido"éh T

el medio anterior y cuyos pasos 88 describ

continuacién:

1.—- FORMACION DE TUBCS GERMINATIVOS. i <
Se tom6é una asada de la cepa correspondiente,Tyslée
sembrS en 0.5 ml.de suero humano con valores de ‘Szﬁqareé}
“proteinas y lipidos normales, incubadndose durante 3 horas
a 37°C. Después del tiempo de incubacidén se homogenizé el
medio y se coloc6é una gota del mismo entre un portacbjetos
Yy un cubreobjetos para su observacién al microscopio,
"verificando la formacién de tubos germinativos. Las cepas
en las cuales no se obtuvieron estas estructuras ‘se

revisaron a las 3.5 horas para reportarlas como negdtivas.l
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» 2.- FORMACION DE CLAHIDOCONIDIOS (CLAMIDOSPORAS)

Para la realizaci6n de esta prueba se utilizé .corn=- jj
meal agar (harina de maiz) adicionado de *"Tween 80°%.al 1%, :
Las cepas se sembraron en forma de estria haé:iendo
un corte transversal en el agar, con el propésifo ‘de
aumentar su contacto con el oxigeno. Se incubaron 48>horras’

a 28°C para posteriormente observar al ~-microscopio
colocando directamente las cajas sobre :la: piati-na

buscando la presencia de pseudohifas y clamidoconidiosi"'

como; prueba

(clamidosporas) terminales o intercaladas,

confirmatoria de . albicans.

3.~ ZIMOGRAMA. 2
- Se-prepararcon serles de 5 tubos de ensaye de 13x100;;nm :
para cada una de las 100 cepas de Candida spp., con fcaidél
base, el indicador y los diferentes carbohidratos al. Z%a
probar, los cuales fueron: glucosa, maltosa, sacaro‘sa,Vv .
galactosa y lactosa. Ademds se colocé en cada tubo una :
campana de fermentaci6n para atrapar los gases liberados.
Las cepas se sembraron en cada una de las series de 5
tubos, esterilizando el asa antes de cada siembra para -
evitar arrastre de un carbohidrato a otro. Se incubaron
durante 8 dias a 28°C y se observé vire del indicader asf ~

como produccién de gases.
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4.- REDUCCION DE SALES DE TETRAZOLIO.

El " medio para: realizar esta prueba se' preparé de

.- Peptona

~ Extracto de carne

- Glucosa

-vAgar bacteriolégico
~ Agua destilada :
- Cloruro de trifenil tetraébl;

- Cloramfenicol

El cloruro de trifenil tetraéolio (TTC) Y.el medio se
esterilizaron por separado, posteriormente se mezclaron y |
se distribuy6 en cajas Petri. Las cepas fueron sembradas
en forma de estrfa en el medio s6lido y se incubaron de 48
a 72 horas a 28°C. Transcurrido el tiempo de incubacién,
se observaron las diferentes coloraciones que presentaban
las cepas en base a sus diferentes capacidades de
reduccién de las sales de tetrazolio. Los resultados se
interpretaron de la siguiente manera: una coloracién

pirpura como ++, rosa como + y blanca como -.
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Con objeto de determinar el solvente més.adecuado del

ketoconazol para su valoracién “in vitro" mediante - las

técnicas de sensidiscos y dilucién en tubo, se realizaron

pruebas de solubilidad del mismo empleando los siguientes

solventes:

Acido clorhfdrico 1IN

Acido acético
Acetona '

Agua: (pH 2'a 8)
Cloroformo
Etanol-Agua 1:1
Etanol-Acetona 1:1

Etanol

Posteriormente se prepararon

Clas

slghienfég

concentraciones del ketoconazol en etanol ai_$0$‘(v&vj‘;en‘

agua, al cual se le consideré el solvente daiéleﬁciqh) por. .

.la - total solubilidad que le confiere al fér@acd:‘aéiicomo

porque no ejerce efecto inhibitorio sobre el deéarrol;o

de las cepas de Candida spp.: 0.01,0.1,1.0,10,50,100 ¥y

500 ug/ml.
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A contlnuacién'ae describen

s técnicas:
A) - TECNICA DE srmsrnrs" :

'1Pa£a 84 realizacién las cepas'se sembraron en caldo

Sabouraud a: partir del creclmlento obtenido en agar Biggy

y . se anuharon 48 horas a 25°C Posteriormente se ajustéd
8

~la concentracién de células ca aproximadamente 1x10

célulaa/ml. mediante turbidimetrla utilizando solucién
salina isoténica estéril (SSI), ‘para lo cual se realizaron
injcialmente diluciones 1:10 ¢on SST estéril de cada uno
de los cultivos puros de 48;horas y se leyé la turbidez en
el nefel6metro; por compaﬁgcién con la escala .de Mac
Farlan se determiné lawconcéntraciéh inicial de célglas;
para posteriormente ~ajustarla. mediante -la . siguiente -
ecuacién: ' .
Conc. inicial L
.............. = 1.= ml‘diluyente 2
. Conec. requerxda .
La escala de Mac Farlan (57) consiste en realizar- una;
'chtva utilizando volﬁmenes diferentes de sto4 1% y Baclg

1%, . el precipitédo que se forma es  proporcional - a . la

_turbidez éxpresada en unidades Klett (UK) Yy por. lo';
. consiguienté--a‘un nimero aproximado de células/ml.,‘ como

se indica en la siguiente tabla:
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U TUBD.No.' .-

Lo 30

. Una vez que se ajusndv la concentracitn a
aproximadamente 1x10 células/ml. de cada una de las cepas,
se tomaron 100ul del cultivo y se colocaron en una caja
Petri estéril, se verti6 agar Sabouraud a una temperatura
aproximada de 45°C y se homogenizé el medio. Los discos
de papel filtro con un didmetro de 0.6 cm., fueron
impregnados con las siguientes concentraciones de
ketoconazol en pg/ml. : 0.01, 0.1, 1.0, 10, 50 y 100, se
colocaron sobre el medio s6lido,  incluyendo un disco
control impregnado f(nicamente con‘ el ' solvente (etanol

50%) por cada cepa. Se manejaron: seis .discos con la
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concentraéiﬁn éorrespondiénte,-tres por cada caja' ?étrl;
las éuales se refrigeraron durante 30‘ mini pafa que se’
llevara a. cabo ia difusién del férmaco, y posferiormente'
se lncubaron 48 horas a 28°C. :

Para expresar los resultados de concentracién minima
inhibitoria (CMI), se consider6 a ésta como 1la minima
concéntracién del f4rmaco en la cual se obseivé la
formacién de un halo de inhibicién, por lo cual todos los .
discos impregnados con soluciones con una concentracién
mayor . a la CMI presentarén halos de inhibici6n, mientras. -

que en-los discos control no se deben observar.

B) .- TECNICA DE DILUCION EN TUBO. e i
Debido a que Candida sp. es un hongo levadufifofﬁe;'g—'"J

presenta un comportamiento de crecimiento similar. al
las bacterias, por lo cual es posible la realizaciéh de

esta - técnica para valorar la actividad "in vitro“[ del

ketoconazol frente a las cepas.

Se prepararon series de 5 tubos de ensaye de ,13x106,'
para cada cepa con 3.8 ml. de caldo Sabouraud. A .cada
tubo se le adicion6 100 pl  de cada una de - las’
concentraciones del ketoconazol: 0.1, 1.0, 10, 100 Y - 500
ug/ml, respectivamente y 100 ul del cultivo puro de 48
horas con una concentracién aproximada de  1x10 ¢
céldlas/ml. Se incluy6 un tubo control de crecimiento de

la cepa asi como un control del solvente. Todos los tubos
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‘se " homogenizaron e incubaron 48 horas a 28°C:‘Seﬁlg§6,j1§ T

turbidez de cada uno de los tubos en’ el nefelémetro,~:

utilizando como blanco caldo Sabouraud.

‘Los resultados se reportan como concentracién minima - .

inhibitoria al 50% (CI: ), que se interpreta como ;a
minima concentracién delsgzrmaco,la cual produce el 50% de
-inhibicién del crecimiento comparada con un control.
Posteriormente se tomé una asada de cada uno de los
diferentes tubos de la serie de cada cepa y se sembrd en
una scla caja Petri con agar Sabouraud en forma de estria,
para observar si habia desarrollo de la cepa después de
haber estado en contacto con una determinada concentracién
del ketoconazol. Se incubd 48 horas a 28°C vy los
resultados se reportan en cruces con base al crecimienté

observado.
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9.  RESULTADOS

Las 100 cepas de Candida spp. a las. cuales ée les
realizé tincién de Gram, no presantaron contaminaclén;

bactecriana al observarlas al microscopio en ‘el medio de/

agar Biggy, todas redujeron el sulfito: de bism o P

en el medio a sulfuro de bismuto, dgga:rol’ ndc

de color café.

Los resultados se reportéh a‘continuacionien el
siguiante orden: -
A).- Tipificacién del género QEUngg

B).- Solubilidad ‘del férmaco’

Q)= Técnica ‘de sensidiscos’

D). .Técnica de diluci6n en tubo

N T TIPIFICACION DEL GENERO Candida
ﬁos resultadoa se resumen en la Tabla II (Marcha
rutinaria de tipificacién) e incluye:
; ‘< Formacién de tubos germinativos en suero humano a
“370¢,

-~ Formacién de clamidoconidios (clamidosporas) en

riqgggﬁhagipaide,maiz (corn-meal agar) --Tween-80 al-1%
- zimograma (glucosa, maltosa, sacarosa, galactosa y :

lactosa)
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Ry Reduccién de salesjde tetrazolic = (TTC). Esta

prueba nobes rutinaria, pero se ut;llzé de apoyo para la

b‘tipifigpciQn.,"

La }tlpificacién se realizo de acuerdo con la Tabla

SAITL anexa,ysegﬁn apuntes de Micologia Médica del Instituto

~pasteur (1987).
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TABLA

II.

MARCHA RUTINARIA DE TIPIFICACION

TTC

ESPECIE

BYSEIBREEOO Ve AN

"
Q

21

- . - e =
. - - e -
- . - -
- - - g' -—
. - = E e

C._albicans
C._parapailomim
C._nlblcans
C._alhicans
C._krusel
C._nibteans
C._tropicalis
€. albicans
C._alblcans
G._albicans
C._atbleans
€. _krusat
C._niblcans
C._albicann
C._albicans
C._aibicans
C. albicana
C. nibtcans

C. albicans

..

C. albicans
C. troplcalis

C. troptealis




TABLA

IIx.

MARCHA RUTINARIA DE TIPIFICACION

FOHMACION DE

TUDOS GERMINA
TIVOS EN SUERO
HUMANO A 37°C.

FORMACION DE
CLAMIDOCONID I
OS EN CORN —
HEAL AGAR.

TC

ESPECIE

iR AR YRR HRDEEBNRRYSY

- - - - -
- - - - -
- - - - -
- - - - -
- - - - -

- - - -
- - - - -
- - - -

-e

e

g. albicans
E. - lhlcin~
E. alblicans
S. krusel

E. alblicans
E. albicans
€ _alblcans
E. alblcans

C. alblicans

C. ¥rusnil

S. alblcans
s. albicans
g. atollatoidsa
E. alblcans
E. albicans
g. alblcans
S. alblcans
g. alblcanms
E. albicans
S. albteans
E. alhicans
C- tropicaile

C. tropicalis




TABLA IX.

MARCHA RUTINARIA DE TIPIFICACIOM

FORMACION DE
CLAMIDOCOMID
oS BN CORN —
HEAL acAR.

TIC

ESPECIE

EIFRICROEEERATOREESEE LS

- - - - -
- - - - -
- + - - -
- - - - -
- - - - -
- - - P

C. albicans
E. albicans
E. albicans
E. albicans
E. albicans
g. parapsilosis
S+ _alblonna
S‘ albicans
S+ albloans
(_:. albicanm
E. atollintoidan
(_:_. stollataidos
€. alblcans
C. parapsiloais
E~ mtallatoides
S _albicans
Cr_seeliatotdon
E. ufal‘latoldnn
S. ntollatoldoa
S' stollatoides
C-_stellstoldon
C._slbteans

C. albicans




TABLA I1.

MARCHA RUTINARIA DE TIFPIFICACION

FORMACION DE

TUBOS
TIVOS EN

BUERO
HUIMANG A T7%C

FORMAC 10N DE
CLAMIDOCOMI -
DIOS EM OO
HERL. AGAR.

TIC

ESPEC1E

PESBIRBIBREBIIIAAIIANNES

- - - - -
- - - - -
- -+ - + -
- - - - -
- - - .7

C. atellatoldes

C. tropicalis

C. albicans

C. albicana

C. albicans

CG. troplcalis

C. tropicalie

C. mtallatoidaa

G. stnllatoidea

C. stollatoldes

. mtelliatolden

. stollatoidon




TABLA II. MARCHA RUTINARIA DE TIPIFICACION

FORMACION DE
TUBOS GERMIMNA
TIVOS EM

SUERO
HUMANO A F79C

TTC

EEEEREER

c.

C.

C._.
E_.-
9_._
E_._

C.




TABLA IIIXI.

CARACTERISTICAS

FISIOLOGICAS

(SEGUN APUNTES DE

MORFOLOGICAS
GENERO CANDIDA
MICOLOGIA

«

ME—

DICA DEL INSTITUTO PASTEUR, 1987).

C.troplcalim

C.parapailosis

16

cguillarmandt i

16

.zoylanoidas

C.peoudotropical i

OTRAS
MORFOLOG IA ZIMOGRAMA TE-
RISTICAS
CEPA
FILAMEN- REDUC .
PSELIDOM I | CLAM 1DOCO- | TAC TOM sac bE
CEL IO, NIDIAS. EN
A 37%, TTC
C.nlbicans. - - - .- -
C.stollatolden - -, .- - -
. -,— .- -




GRAFICA L PORCENTAJE DE LAS ESPECIES DE ,‘
CANDIDA SPP e

C. albicans

C. krusel

5% e

C. pcrcpslloslsf{ Sl
6%

C. stellatoldea

18% » s
CCEPAS . iiiile




B) .- SOLUBILIDAD DEL FARMACOQ. i
Los resultados de solubilidad del farmaco  en::los-

diferentes solventes probados son los siguientes:

TABLA 1IV. SOLUBILIDAD DEL KETOCONAZOL EN. DIVERSOS

SOLVENTES .
Acido  clorhidrico 1IN ' SOLUBLE
Acido acético wiel - SOLUBLE
Acetona SOLUBLE
Agua (pH 2 a 8) . INSOLUBLE
Agua-Acetona 1:1° INSOLUBLE
Cloroformo SOLUBLE
Etanol-Agua 131 SOLUBLE
Etanoi-Acetona 1:1 SOLUBLE
Etanol . SOLUBLE
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€).~ TECNICA DE SENSIDISCOS.
Los resultados de ‘las leqturésv de la': curva

patrén de Mac Farlan en unidades Klett'(Ukjst brégqntéﬁ" ;

en la Tabla V y en la grédfica é.

TABLA V, CURVA.PATRON DE MAC FARLAN.

‘ltados de la valoracidn wins
'weltro del ketcconazol mediante 1a técnlca de sensidiscos
se resumen’ a continuacién en “la. Tabla VI VII, VIII y las

graficas correspondientes.
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GRAFICA 2. CURVA PATRON DE MC. FARLAN

UNIDADES KLETT (UK)

360

300

i

12 15 18 21 24 27
cel/ml X 10°




TABL.A UI. SENSIBILIDAD DE Candida sepp.
AX. RETOCONAZOL. .

CONCENTRACION DE KETOCONAZOL CgAml ).
CEFPRA

a.e1 a.1 1.a s.a 12
C.alblcans - -~ - ’ . -
C.parapatiosts - - - - -
C.albicans - = . . .
C.atbicans = - . . .
S dorumet - - - SR B -
C.atbicans - ~
C.troptealta - -
C.albicans - -
E.n'lblmv\- -~ -
C.albicans . -
C.albicans - ~
C.ocumal - ~
C.aibicans - - -
C.albteans = -
C.atbicans - -
C.albicans - -
C.albicans - -
€.albicans - -~
C.albicans - ~ - DR -
C.albtoans - - . - : - -




TABLA UI.

SENSIBILIDAD DE Candida SPP.-
AL. KETOCONAZOL,.
CONCENTRACION DE KETOCOMAZOL (g nl).
CEPA
a.a1 a.1 1.8 S.0 18
C.troptenlis - - - - .
C.tropicalls - - - - -
E.nlbl(:.nna - - - - -
C.albicans - - - - .
C.albicans - - e ) 3 S
Jhruset - - - it -

.albicanm

016

.alblicanms

salbicans

.albicans

01000

.albicana

o 10
1
¢
5
i

18101016 10
5
A
3
£l

1o
1]
z
g
H

18
3
¢
]
i

it - -
- - -
- - -




TABLA UI. SENSIPILIDAD DE Candida spp.
AL KETOCOMNAZOL.
CONCENTRACTION DE HETOCONAZOL (, gswml) .
CEPA
a.a1 B.1 1.8 5.8 18 190
i.nlblc@m - - - - - -
C.atbhicans - - - - - -
E.nlbicﬂm - - el - - -

C.tropicalls
C.tropicalis
C.albicans
C.albicans
C.albicans
C.albicans
C.nlbicans

C.parapsilosis

C.albicans
E.alblcnha
C.albicans
C.albicans

C.ntellataidon

C.mstollataidoa

C.albicans

C.parapsilosis

C.mtollatoldoa




TABLA UI. SENSIBILIDAD DE Candida spp.
AL RKETOCONAZOL.

CONCENTRACION DE KETOCONAZOL C,g/mE).
CEFPA

0.91 a.1 1.8 5.8 28
C.albicans - - - - -
C.mtollatoldsa - - - - .
C.mtallatotdea - - - - -
E.ml latoidea - - - - -
C.mtollatosden - - - - -
C.mtallataidon - - - S g -
C.albicans - - - - .
C.nlbicans - -
C.mtallatotdea - -
C.nlbieans - - :
C.albtcans - -
C.albleans - -
G.albicnns - e
C.albtcan= - -
C.tropiealis - -
C.atbicans - -
C.albicans - SRPT
C.albicans - - - - -
C.tropicalis - - - - .
C.parapsilosis - - - - -




TABL.A UI.

SENSIBILIDAD DE Candida spp.

AL. KETOCONAZOIL..

CONCENTRACION DE KETOCONAZOL (,.gsml).

CEFPnA
a.e1 a.1 1.8 5.8 10 1098
C.parapsilosis - - - - - -
C.atsllatoldea - - - - - -
C.albleans - - - - - -
C.parapsi los in - - - - . - -
- - - . - -

C.atollatotdsa
E.tmp(cuun
C.mtollatoldea
C.etallatoldea
C.mtollatoiden
C.stollataidon
C.stollatotdoa
(_:.nlblcnn.-
(_:.krunal
C.troplealis
C.stollatoidea
S.nlblcnm
C.albieana
C.albicane

E alblcans

C.alblcans

- +
- >
- .
- -

< IMHIBICION DEI. CRECIMIENTO

- MO INHIBICION

DEL CRECIMIENTO



TABLA UII.PORCENTAJE DE CEPAS DE
INHIBIDAS.

Candida spp.

CONCENTRACION DE KETOCOMAZOL
<, gt

% INHIBICION

a..1
a.1

1.8
s.8
18.8
10 .0

ERE o

TABLA UIII. PORCENTAJE ACUMULATIUVO DE CEPAS

DE Candida spp.

INHIBIDAS.

COMCENTRACION DE XETOCOMAZOL €, g-ml)

cCEra

8.81 f.1 1 5 1 108
C.albicans - - 14.5 62.9 16.2 6.4
C.stal iatoldes - - - 180 .8 - -
C.tropicalin - - - z=.2 - 77.8
C.parapeilosic - - — 16.6 16.6 666
C.Jrumat - - - z8.8 .0 =




GRAFICA 3.RELACION ENTRE LA CONCENTRA-
CION DE KETOCONAZOL Y EL PORCENTAJE DE
INHIBICION ACUMULATIVO DE CANDIDA SPP

% DE INHIBICION
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GRAFICA 4. PORCENTAJE ACUMULATIVO DE;

CANDIDA SPP INHIBIDAS

% DE INHIBICION
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D).~ TECNiCA DE DILUCION EN TUBO.
Paia ‘comprobar los resultados de la valoracién

vitro® del - ketoconazol obtenidos por la técnica

éensidiscos, se realizé una segunda técnica,; la

dilucién. en tubo, cuyos resultados se presentan en~

Tablas IX,X,XI,XII,XIII y en las gréficas 5,6,7 y. 8
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TABLA IX.

SENSIBILIDAD DE Candida =spp-.

AL RKETOCONAZOL.

CONCENTRAC 108 DE HETOCOMAZOL (,g/m1)

conTROL
CEFA 8.1 1 18 108 )
ol oAl Al el ol el
ur - 109 unt - 19 ui - 138 ur w1p® UK _'wu uK win?
C.albicane 2@ [19.94 | 195 {1940 | 43 ooz | a2z jz.v@ | 15 |e.94 s -
C.parapsilosis 103 18.91 199 18.01 e 2] D.312 a5 3.8 13 a.74 (=3 a.82
C.albicans 196 |19.53 | 194 J19.0z | 42 |a.vz | 21 |1.56 | 13 [0.7e & a.602
C.albteans w8 [19.91 | 185 (10,48 | az 3.7z | IS 3.8 | 16 |1.85 4 -
€. lauset s |zo.45 | 2o0 |19.94 | 44 [3.92 | 38 15 |B.ge - -
C.albicans Zan 20,97 2086 28 .76 46 -4 .13 % 15 Q.gﬂ il a.12
C.troptealis, 190  |10.91 105 {10.48 | 10z li0.e9). 108 xga a7.e3( ea 5.56
C.albicans zoz  [z8.14 | 200 [19.94 | Sz [4.74 [ 38 161405 s -
C.albicana zme  |19.04 | 194 |19.32 | 48 [4.33 a7 ; 15 7 la.oe a -
C.albicans 1we [1u.s3 | 190 |10.91 | 53 |4.es | 58] 701 ias 2 -
S.alhlc&nﬂ 5 Z8 .45 215 28 .45 9 . K’! 1-‘66‘ 5 -
C.rarusol zie |zo.ov | zee |zo.ss | 100 e AT vz 6.08
C.albicans 196 19.53 | 192 |19.1z | a3 as 0.6e v a.12
C.albleans Zie |2.5s | 201 {2B.e4 | 85 |s.05 |.aa 1,28 [ a.62
E.nlblmn’ 198 10.91 185 18 .48 o4 2.a9 8 ? %.1—5 2 -
C.albicans 206 |za.ss | zez |z8.14 | 4z |a.7z | 28 lz.ze’] 19 |1.as 4 -
C.albicans 219 |zm.9v | zo6 |zn.ss | 56 |5.15 |‘3w |3.31i) 14 le.04 - -
C.albicans 2 |19.04 | 199 [19.04 | 58 [4.54 |39 Ja.41 | 18 J1.zs 6 a.az
G.albicans zoo |za.7a | 208 [19.94 | 52 |a7a [ a1 (259 | 11 |e.sa z -
C.albicans 190 j19.79 | 190 {19.93 | 56 (u.15 | 34+ j2.90 | 12 [B.04 2 -




TABLA IX. SENSIBILIDAD DE cCandida spp.
AL KETOCONAZOL .
CONCENTRACIOM DE HETOOONAZOL (. g/mi>
CONTROL.
CEFPA a.1 1 18 198 s

sl ) cml sy oL c/ml

UK _"‘u uK -‘lbu ux ﬂlﬂﬂ UK _xaﬁ us —1&“ UK ~1”D
g-tmplcalln 19 18,91 106 | 16.%9 52 4.74 pe 2 3 2.59 16 1.5 Kd a.12
C.troptoalis 196 19,53 193 | 19.22 162 1310D.99) 108 (17 .09 176 )17 .47 56 5.15
g.ulblc&m 1506 163 .S 1% | 17509 -3 4.43 3 2.31 19 1.95 4 2% &1

E-nlhlcnnn 196 10.91 102 116.99 o8 4.54 ke 2 3.41 28 1.46 -4 -

E-ﬂlblmnn 192 19.12 192 (19,12 LY 4.23 s Z.99 17 1.18 3 -
E-knuu!l 2% .76 20k |28 .55 290 119.94| 190 (19.73) 187 [10.60 6a 5.56,
E.nlhlcﬂm 196G 19.53 196 119.43 190 110.9%¢ 169 {(18.81| 1897 (140.68 7L 6.69
S.nlblc&m 106 18.50 108 117.09 52 4.749 ae 2.692 2 1.46 I - 8.02

E.n]blcﬂn& ANG 18.58 104 10.90 “49 4.43 31 2.59 19 1.35 5 -
g.a 1bicans 190 13.70 1IZ (19.12 47 4.23 3 2.2 18 1.25 & a.az
S.alhlmnn D6 10.58 AfFS {18 .48 58 4.54 4a 3.851 28 |i.a6 K4 a.12
s.knlml p=-2 2] 726 .06 280 |Z28.76 199 (19.73 19.81} 186 [19.58 58 5 .06
E.hlhic«n: 199 19.04 191 19.681 49 “.43 > 3.12 1s .94 9 a8.33
E<nlh(('_nnu 06 213 .55 2131 |1 263,65 299 [19.94( 196 (j19.853) 106 |164.50 62 5.77,

E.stﬂllntﬂldﬂa 1€87 18.71 108 116.71 o3 4.85 a9 3.41 14 a.a4 s -

S.nlhlmm 190 19.73 195 119.43 56 S.15 a2 Z.62 16 1.65 a -

S~n thicans 18z 1G.89 108 {17.899 46 4.99 as 2,99 1 1.2 2 -
S.nlhlcﬂhm <08 19.94 2 119.94 49 “*.43 9 2.41 s a.94 a a.zz
S.albl‘:ﬂhlﬂ a2 zZ8 .14 19 1 19.53 a6 4.13 a2 Z2.69 12 a?.64 6 8.1z

S.a 1hicans 206 28 .55 199 119.04 S .64 az a.72 n 1.25 =1 -




TABLA IX. SENSIBILIDAD DE Candida sy¥e.
AL KETOCONAZOL.
CONCENTRACION DE HETOCOMAZOL C.gomid
CONTROL
CEFA .1 1 10 16 s86
ermi crml nml = ml e”ml ormil
ux win? | U1 wi@? | UK 1| UK w1a8) UK wpeB] Ux |0
C.alhlcans w8 |10.71 | 10S [10.40 [ S8 |4.54 [ 32 [2.69 [ 16 |1.e5 [ o.e2
C.albloans z0 |as.ve | 2u6 lznes | a2 474 | 26 |3.18 | 10 |1.28 - -
C.albicana 16 |19.50 | 192 19,12 | 51 [4.64 | a7 |3.28 | 19 (1.0s - -
G.traplealis 1we  [19.91 | 105 |1a.48 | 179 |17.10| 176 [17.47| 178 j16.06| sz | 4,74
C.troplcalis zp6  (2n.55 | 2zpe |19.94 | 198 119.73] 196 |19.53| 187 |[18.68] 67 | .20
C.albicana 196 [18.64 | 104 (10.20 | 40 |4.30 | 91 [2.59 | 15 |@.94 a a.2z
C.alblcans 1wz |19.12 | 198 |10.91 | 54 [4.95 | 3@ |2.79 | 18 [1.2s 3 6.82
C.albieans 196 |19.53 | 199 (1001 | 52 |4.74 | 38 |3.92 | 15 |@.94 s -
C.albicans 206 |20.55 | 284 (29,95 | 53 [4.05 | 06 [|3.18 | 18 [1.2s - -
C.albicans 199 (13,91 | 209 [10.81 | 49 [4.43 | 31 [2.59 | 16 [1.85 a -
C.parapmilonis| 200 O.04 | 23 119.94 | 199 [19.64} 167 |18.68) 185 |18.48]| 62 [ 5.77
C.albicans 206 1255 | 201 |2n.e4 | 48 [4.39 | 38 [3.91 | 14 |8.04 [ 8.6z
C.alhicana 107 lia.68 | 10S (18,48 | 46 [4.13 | 32z [2.69 | 19 |1.3s L4 a.12
C.albicans 196 |19.50 | 194 |19.92 | 52 |4.?74 | 39 Ja.42 | 17 |1.1s a -
G.albteans 106 |[10.58 | 100 117,09 | 47 [|4.23 | 31 (259 | 28 {1.46 4 -
C.ztollatotdon] 2680 (1994 | 194 |19.32 | 51 [4.64 | 35 [2.99 ] 13 (a.74 & .62
C.xtollatoldoal 190 (19,73 | 191 |19.81 | 49 !a.4n | 20 |z.48 | 16 [1.65 a a.zz
C.albtcans 206 [21.55 | 2p6 |28.55 | 2080 (19.94) 194 [19.32( 198 |1@.92{ =6 | 5.15
C.parnpsilozis] 206 |20.55 | 200 119.94 | 198 |16.91 106 [10.58] 108 [17.09] 68 | s.s6
C.stollatoideal 192 l1v.12 | 190 [10.92 | 52 |4.74 | 46 Ja.13 | 30 {1.25 - -




TABIL.A IX.

SENSIBILIDAD DE Candida spp.

AL KETOCOMAZOL..

CONCENTRACION DE KETOCONAZOL Cug=mld
CONTROL
CEPQ a.1 1 18 1% 508
Al oAl 1 ol Al el
ue | a8 | um a0 e | el e | Doel e | Jiel owe | e
C.albicana zie 243,96 206 |21 .85 44 3.92 Iz |3.2da 14 a.04 (] f .9z
S..(nl 1latoidnn ZEI B3 282 3, 14 43 a.82 a2 Z. 78 b i d 1 .25 - -—
C.wtnlintolanal 218 |m.9c | 206 [2o.65 | 54 l4.95 | 36 |01 [ 18 Ji.26 s 0.2z
S.B’tﬂl 1ntoidnn -2 -4 29, 14 282 |209.14 49 4.43 28 3.01 16 1.85 a8 a .22
C.stallatoidon] 20 (19.94 | w6 [19.50 | a4 |p92 [ o3 |20 | 16 Ji.es o a.uz
C.atollatoidoal z34 (289.05 | 208 [19.04 [ 58 |4.54 | 28 |3.91 | 16 |1.es a 8.22
C.albieans. 29 (29.45 | 284 |28.35 [ 99 (3.41 | 38 |z.48-] 15 |e.o4 [ .62
S-&lbil:nns 192 19 .12 187 18.681 a5 4.2 (96 i :'.l‘.ﬂ‘ m 1.25 4 -
C.mtoliatotden) 109 |10.01 | 101 (1799 | 4 |a.sr lzn|ziee | a7 |1as s -
C.albicans wa 1071 | 207 [iv.ea |41 la.es {20 |20 |tie 1.0 - -
C.alblcans wv |ines | w7 (1.6 | 51 (4.8 |39 |0 ] 16 ] 1les s -
C.albicans 100 |in.71 | 165 [18.40 | 49 (4.3 0¢ Jzies | 161,088 P oo
G.albicans we [17.09 | 179 |17.78 | 39 {3.41 |31 |2.89 [ 15 [8.94 s -
S.n—lz:g\: 1133 17 .99 100 17.89 268 3.31 23 2.4(’ ‘14 B .48 - -
C.tropicatis | 284 |z0.95 | 200 |zo.25 | 199 |19.04 190 {18:91) ‘157 {10.68] w0 .96
C.aibicans 12z [19.1m | 100 {17.09 | s6 |s5.15 | 22 |z.7 | 18 |a.zs a 8.2z
G.albicana 28 |19.94 | 28 [19.0¢4 | 106 |19.83] 196 [19.53] we |17.e9] ez 5.77
C.albleans 190 [10.91 | 198 (18.91 | «a |a.m za0 | 16 |1.0s 2 .12
C.troplcalis 15 (19.42 | 199 [18.91 | 58 [s.06 | 26 [3.18 | 19 |1.05 & a.uz
E.pampﬂllmls 2 28 . 6 s Z28.45 p 33 9. 42 177 17.58 17 16 .06 S0 S.15




TABLA IX. SENSIBILIDAD DE Candida spp.
AL KETOCONAZDIL..
CONCENTRAGION DE HETOCOMNAZOL C,.g/ml)
. CONTROL,
CEFPA 8.1 1 10 166 s00
eml el cml o/l arin i cml
UK ,_n,u un _wﬂ UR _1uﬂ uK _’“8 uK - lﬂu UM "1nﬂ
C.parapeilonic) 207 |28.66 | 205 [2n.45 | 106 [{19.62] 1w [17.09] 176 [17.47] 0 .06
C.stallatnidea) 100 9.71 | 16 |58 | 46 (4.13 | 3@ |z.4a0 | 19 |1.05 [ @.u2
C.nlbicans 196 (19.9% | 199 (1001 | 52 (4,74 | 26 1358 | 16 [1.4S s -
C.parapai losia) 2 |19.04 | 198 (15,91 | 48 [4a.33 | 31 (259 | 19 [1.35 © &.62
C.rtollataidnal 280 |195.94 | 196 [19.50 | 51 la.64 [ 06 [3.20 ] 10 [1.2s 4 -
E.tmplcﬂllﬂ Z11 .77 287 |28.66 193 119.73 pto:} 18.71| 168 16.65 5 S.05
E.ﬂtnl latoidan 196 17.53 193 (19.22 51 .64 a9 .aL.{ 17 1‘.15’ 4 -
E.stnl latoidaa pas v 29 .14 108 (10,71 -7 .23 26 (a3 -1:5 16 ‘l.’-E‘ a -
C.mtollntoldan ) 196 10.91 | 100 [18.01 | 46 [4.23 | 21 lzies 15 : a'.suv S 8.8z
C.atollntotdan] 192 [19.1z | 198 |18.91 | az. {372 | 26 i . i Y a.e2
C.stollatotdea] 198 |10.91 | 6 [10.88 ‘a8 {a.e | a8l L a.12
C.albicans ziz  |zn.34 | 196 |19.73 | 49 |4.43 | 39 ‘A -
S.k‘l\nml 196 19.53 193 19.22 46 .19 m 2 -
C.tropicaits 2z |ze.1e | zee j2o.14 | 192 [19.12) 204 52 4.74
C.stollatoidoal 195 19.43 190 |10.91 ‘s1 |alea” 6 .82
C.albteans 190 |19.73 | 196 |19.60 | sz |4.74.| aa s -
C.albicans Z08  119.94 | 197 |19.63 | 43  [4.43 ‘38 |3.91 "8 Ji.zs 4 -
C.albicans w6 (10,91 | wo |10.71. | 47 [4.za | a2 lzm | 16 J1.es 6 a6z
C.albicans 192 {19.1Z | 189 {11.81 | S8 [4.54 { 36 |3.18 | 14 |e.04 k4 a.12
C.albloans 201 |vs.04 | 199 |19.04 | su . [4es |35 - [2.99 | w  Ji.zs e a.22




TABL.A X.

DESARROLLO DE Candida spey EN AGAR
SABOURAUD DESPUES DE ESTAR EN CON-—
TACTO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE KETOCONAZOL.

CONCENTRACION DEL METOCOMAZOL <, q-/m1)

C.alblcans

C.lauent

C.alblcann

C.tropicalts

;
7
§
3

c

C.albicans

C.alblcanm

C.slblcans

0
3
g
g
H

:
7
i
i

01061
4
z
H

H
Z
§
3

CEFPA CRECIMIENTO EN AGAR SADOUIAID

a1 1.8 16 196 SO
C.alblcans DR IR .. .. -
C.parepzilosis - oo - - > .- -
C.albicanm .. . - . .. - - -

.. e - - e - - -~
.-+ .. .- 4. .- .. -~




TABLA X. DESARROLLO DE Candida s»ye EN AGAR
SABOURAUD DESPUES DE ESTAR EN CON—
TACTO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE KETOCONAZOIL..

CONCENTRACION DEL HETOCONAZOL €.g-m1)
CEPA CRECIMIENTO EN AGAR SADOURAUD

a.1 1.4 18 160 s00
C.troplcalia . .. ... - - .. -
C.troplealis ... .. PP ... ..
C.alhicans ... e e .. .. -
S.nlblaﬂl‘lﬂ LR g - - - - - i - > -
C.albicans ... ‘e ee P P .
C.lorusnt - e - .elw L e e e e e . .
C.albicana . - e . -
C.albicans PPN .
C.albicans - -
(_Z.nlhicam A I g -
S-nlhl(w'ﬂ - . > -
C.krusot ... ..
C.nlbtcana .. .. -
C.albicans PR .
C.mtallatoidoa ... ..
C.albicans - -
C.albicans . ... -
G.nlblcans PP -
C.albicans ... . -
C.albicans .. -




.

TABLA X.

DESARROLL.QO DE Candida spp EN AGAR
SABOURAUD DESPUES DE ESTaAR EN CON-
TACTO CAN DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE XKETOCONazZQL.

CONCENTRAC TON DEL KETOCONAZOL €,.g/Mm1)

CEPg CRECIMIFNYO EN AGAR SADOURAMID

8.1 1.a 18 100 sva
C.albicans - .. .o - . . -
C.alblcans - . -+ > - > - . - -
C.albicana - .. .+ .. -ls <. -
C.tropicalia ... ..
C.troptealls - .. .-
C.albicans DRI .
C.albicans - .. .
(_:.nlhhy-nn - - > -
C.albicans - .. .
C.albtcans - .. -
C.parapsilosts - . - >
C.albicans ... -
C.albtcans ... -
S.!\lhlu!is A 4 -
C.albicans - .- -
C.=tnllatotdan - . Py
C.xtallatoldea - .. -
C.albicans . .- -
C.parapstlomin .. ..
C.xtallatoiden - .. ..




TABLA X.

DESARROLLO DE Candida sppr
SABOURAUD DESPUES DE
TACTO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES

DE XKETOCONAZOL.

CONCENTRACION DEL KETOCOMAZOL (,,g-ml1)

CRECIMIENTO EN AGAR SADOURAUD

CEPA
H.1 1.8 18
E.nlblc«m - - - - - > . - -
C.stollatoidea ... ... .-
C.mtollatoidos ... PO .-
E.mllntcldﬂﬁ - > . - 070 - -
C.stnllatoldeoa - - - Rl dihdind - -
E,mllntnld.nn . > - ¥
C.albieans ...
C.albilcans - - -
E.ttﬂl lntoldena - - -
C.albicans ..
C.albicana PO
C.albtcans - - -
C.albicans ..
C.albicann ...
C.troptcalis ...
C.albicans ...
C.albicans PO
E.-lblcam - - >
C.tropicalts ...
c ..

ESTAR EN CON-—




TABLA X. DESARROLLO DE Candida_ s»e» EN AGAR
SABOURAUD DESPUES DE ESTAR EN CON-—
TACTO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE RKRETOCONAZOL.

CONCEMTRACION DEL. XETOCOMAZOL C.g-wl)

CEPA CHECIMIENTO EN AGAR SABOURALID
a.1 1.8 Rl ] 108 S8
C.parapsilosis D ..o -+ e . ... - .
S.mllntoldan - v > . R 4 - - . - - -
E.h)bl zane LR R .
C.parapsilosis .-
C.stallatoidoa - .-
E.tmplmlin - . -
E.mllntolden hE R N
E.mllntoldon - - -
C.xtellatotden - ..
g.ctollamldan - - >
S.mllnmidan - - - -
E.Albll:nn. - - .
C.lorusot - o -
C.traptcalis - ..
E.ltﬂllut‘:ldﬂn - - .
E.nlblcﬂnﬂ - > - -

1010 10 10
1]
g
g
i
+
+
+
+




TABLA XI. PORCENTAJE aACUMULATIUVUO DE CEPAS DE
Candida =spp.SENSIBLES ¥ RESISTENTES
CEPA » CEPAS SENSI1IDOLES » CEPAS RESISTENTES
E. albicana 93.5 6.58
E. astallatoidea 108 .8 -
S. tropicalim 2.2 77.8
C. parapsilosis a3.3 6.7
E. Jrunei 8.8 68.0
TABLA XII. PORCENTAJE ACUMULATIUVYUOC DE CEPAS DE
Candida =rp.SENSIBLES.
CEPA % CEPAS SENSIBLES Na. CEPAS
S. albicans va.o sa
(_:_. stellatotldes 2z.8 18
C. troptcalts Z2.48 2
C. parapsilosis z .40 2z
(_:. Joruso ) 2.48 2
TOTAL 199 .1 a2
TABLA XITI. PORCENTAJE ACUMULATIUO DE CEPAS DE
Candida spp.RESISTENTES.
CEPFA # CEPAS RESISTENTES No. CEPAS
E. albicans zz.2 4
S. stnllatotdoa - -
€. tropiealis 28.9 ?
C. parapsilosis 2z.2 4
C. lerusol 16.7 3
- TOTAL  198.8 18




- GRAFICA 5. RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE
KETOCONAZOL Y EL PORCENTAJE DE CEPAS DE
CANDIDAD SPP SENSIBLES Y RESISTENTES
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i GﬁAPI‘CA 6. PORCENTAJE ACUMULATIVO DE -
CEPAS DE CANDIDA SPP SENSIBLES Y :
RESISTENTES AL KETOCONAZOL

% DE CEPAS DE CANDIDA SPP
100

90 -

80

70 +

60 -
50
40 4

30

20

CEPAS

Bl sensisres NN RESISTENTES B

‘A)C.alblcans B)Cualsllatotdea C)C.troplealis D) C.parapsilosis E)C.kryset




GRAFICA 7. PORCENTAJE ACUMULATIVO DE
CEPAS DE CANDIDA SPP SENSIBLES AL
L KETOCONAZOL

% DE CEPAS SENSIBLES

Bl conc, 0.01-500(/g/ml I

A)C.alblcans B)C.xisllatoidea C)C.iropicalis D) C.parapsilosis E)C.krusel




GRAFICA 8. PORCENTAJE ACUMULATIVO DE .-
CEPAS DE CANDIDA SPP RESISTENTES AL
: KETOCONAZOL

" % DE CEPAS RESISTENTES
100 '

90"

80 A

70"

60471

50"
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20"

A B o D E
CEPAS

B coNc. 0.01-500ug/ml §

A)C.albhicans B)C.ttellatoidea C)C.iroplealls D) C.parapsilosis E)C.krusei




10. DISCUSION DE RESULTADOS

: En»flh tipificacién de las cepas de Candida spp.,se
e observé un’ fuerte predominio de C. albicans (62%) sobre

;alag' ‘demas especies, lo que estd de acuerdo con la

bibliografia y por lo tanto . albicans sigue siendo el
';agente etiolégico mas frecuente de la candidosis.

- De acuerdo con las pruebas de solubilidad se comprobé
qﬁe el . ketoconazol no es un compuesto netamente
;;pofilico, ya que presentdé una buena solubilidad en
»etaﬁol Val 50% (V:V) en agua. Aun cuando el férmaco se
'sqiubilizé en cloroformo, etanol y acetona; se empleé como
-solvente el‘ etanol al 50% en la técnica de dilucién en
tubo  “con objeto de poder incorporar el ketoconazol al
medio de cultivo para su valoracién "in vitro", y de esta
manera tener las mismas condigiones de solubilidad del
farmaco en las dos técnicas empleadas en este estudio.
Ademads se observé que el etanol-agua no interfiere con la
valoracién = "in. vitro" del fArmaco en ambas técnicas,
obteniéndose una distribucién uniforme y conocléndose 1la

concentracién del mismo en el medio de cultivo.

La literatura reporta al dimetilsulfoxido (DMSO) .comb o

'un solvente efectivo (10,11), sin embargo, las desventajas
§ presenta sobre‘ el solvente seleccionade en - este

estudio son accesibilidad y costo.

f_as_,



Por o::a parte, la ‘difusién del solvente

técnica de sensidiscos es excelente, ya-que se obtuvieron

haIOs de inhibicién perfectamente dellneados.

Para confiabilidad de 1los resultado

mayor

mientras que en la técnica de dilucién ' en

proporcional al inéculo del solvente por ¢éda1ce

En la técnica ' de aensidisqosw;r‘

concentracién minima 1nhibitoria ‘(oM

de ellas sensibles:'a unq 3 oncentraciéntrde Spéfmij aé¢

ketoconazol. i :
En las 18 cepasipéétaﬁtes de' Candjda spp. no se
obgervaron halos . dé 1nh151c16n a2 una concentraci6n - de
100 ug/ml. -Esto.  demuestra que dichas cepas no son
sensibles ‘al ketoconazol; sin embargo, para comprobar que
efectivamente el 18% de las cepas son resistentes al
ketoconazol, se empleé una segunda técnica, la de dilucién
en  tubo, ya que &sta proporciona mids sensibilidad que la

de’. discos, debido a gque Candida spp. presenta bﬁﬁ””'
crecimiento  similar al de las bacterias y el férmaco se

puede - incorporar al medio de cultivo. En esta técnica se
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;encontré 'que lelﬁ 82% de ‘las cepas de ggnglgg spp:

fpresentaron’una concencracibn inhibitoria al 50% (CI Yy
508

Jde 1ug/m1 y en el 18% de cepas de Ccandida spp. se observé

creclmlenco a una CI mayor de 100 ng/ml.de ketoconazol.‘”

'”Los “resultados - al - inocular las cepas  -en- .agar:
' ,S§bouraud, después de -haber estads en contacto "éon':
diferentes concentraciones del férmaco; noé muéstrhn qué
;aé cepas resistentes desarrcllan en mayoryproédréién que
“las sensibles. ' R

En ambas técnicas los resultados fueron igﬁaiea, 82%
de cepas de Candida spp. sensibles y  18% ' resistentes,
presentédndose un mayoxr porcentaje de. resistencia en
C. ktropicalis, C. parapsilosis y C. krusei. Las cepas de
C. albicans fueron solamente en un 6.5% resistentes,
mientras que en . stellatoidea se obtuvo 100% de cepas
sensibles.

A pesar de gque los resultados nos muestran un bajo
porcentaje - de resistencia de C. albicans al ketoconazol,
este estudio nos da una clara idea de la importancia que
tiene éI hecho' de que siendo €. albicans el agente

fetioléchO’ més Erecuente de la candidosis , es necesar;o

lalt bﬁsqueda de nuevos y mejores antimicéticos en 'el‘
‘tratamiento de enfermedades en las cuales se presenta

'r i ten i

del agente etloléqxco, como ocurre en el caso

~especifico de 1a CandldOSLS mucocuténea cr6nica.
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Pé; »toﬁfajzf : ; - o5 importante : realizar una
tipifichéibﬁ : completa del “agente ~et1016gico ‘de . la
candidosxs, para proporcionar al paciente el tratamiento
adecuado,” sobre todo en casos especlficoa en los cuales
puéde ‘haber la posib;lidad de resistencia, como puede
observarse en los ‘resultados obtenidos en este estudio,
en ~los cuales C.tropicalis presenté una mayor
resistencia al ketoconazol en comparacién con C. albjicans.

Existen limites de resistencia, por lo tanto para
comprobarlq serfa aconsejable incrementar el nimero de
cepas y realizar nuevamente este estudic para obtener
mayor - informacién sobre el niimero de cepas sensibles y/o

resistentes al ketoconazol.
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ESTADISTICA

Después de aplicar dos métodos  diferentes, se

pretende demostrar estadisticamente la resistencia.de’ un"

determinado ndimero de cepas a diferentes concentraciones i

del fa&rmaco. El método estadistico que se aplic6 ea Prueba :

de hipétesis aplicando la T de Student - para ajustar los
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© “11.. CONCLUSIONES

nél \estudio . realizado = se llega a'las

acuerdo

En la ‘geéuenbia_de especies estudiadas de casos de
igé"obtgvo un éredominio de C.albjcans (62%)
~a§eﬁtefjetioié§ico~ mis- ‘importante  de 1la

'ncandidcsis,

" “candidosisy i
rea izar. el. estudio "in vitro" del

comprobé que la mayor solubilidad del

o :fArmaco se presenta en_el- solvente etanol-agua al 50%.
: :iPara lavaloraci6n de la sensibilidad y/o
fesistenc;a‘”de las cepas de Candida spp. frente al

ketoconazol, se utilizaron dos técnicas: sensidiscos y

dilucién en tubo empleanQQ’lé escala de Mac Farlan,
obteniéndose resultados similares.

) - Por ambos métodos de valoracién del ketoconazol

"in vitro", se obtuvieron limites de resistencia

‘(2100 ug/ml) en el 18% del total de las cepas estudiadas.

- La resistencia de las cepas.. fue . mayor en

" proporcién para las especies (., tropicalis, C.

parapsilosis y C. krusei. ¢, albicans se comporté en

pardmetros regulares obteniéndose un 6.5% de resistencia y

en C. stellatoidea no se comprobd resistencia.
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