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1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

1. 1 Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos.

1. 1. 1 Introduccion

Es evidente que el nacimiento de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos esta
unido al descubrimiento de los mismos. El pionero de la moderna quimioterapia fue
Ehrlich quien con sus colaboradores comenzaron a probar la actividad in vitro de
diversas sustancias contra algunos patdgenos, principalmente protozoos y espiroquetas.
Sin embargo, la consolidacion de la quimioterapia comienza cuando Fleming, en 1928,
descubre que un hongo (Penicillium notatum ), que habia contaminado una placa de
cultivo de un estafilococo, segregaba una sustancia que ejercia una accién inhibitoria
contra dicha bacteria. Esta sustancia recibid, en honor al hongo contaminante, el
nombre de Penicilina. En ese momento, de forma indirecta, nacieron las pruebas de
sensibilidad de las bacterias a los antimicrobianos en medio sélido. Posteriormente, en
la década de los 30 se descubrieron las sulfamidas. La mayoria de las pruebas de
actividad de estas sustancias se realizaban in vivo. Curiosamente, como ha ocurrido en
otras ocasiones, la actividad in vitro de estos compuestos era nula. En esta década, se
retoman los trabajos de Fleming y se logra aislar la sustancia pura. Su actividad
antimicrobiana se evalla tanto in vitro como in vivo con métodos de difusion en medio
solido. Todos estos  descubrimientos dieron lugar al desarrollo de diversos
procedimientos dirigidos a evaluar la actividad antimicrobiana de diversas sustancias
gue, con modificaciones, hoy siguen en uso. Se intentaba disponer de unas pruebas, faciles
de realizar, que pudieran, por un lado identificar sustancias con actividad antimicrobiana y
por otro, ayudar a guiar el tratamiento de los pacientes. Como casi siempre, los
condicionantes econdmicos hicieron que este tema se desarrollara. La produccién de la
penicilina antes de la Il Guerra Mundial era limitada y muy cara. Por tanto, el disponer
de una metodologia que predijera si el uso de un antimicrobiano iba a ser Gtil era muy
importante. En los afios 40, se descubrieron otros antibioticos y asi estas técnicas se
fueron haciendo cada vez mas necesarias

La dilucién en caldo fue el primer procedimiento que se desarrolld para evaluar la

actividad in vitro de los antimicrobianos y hoy en dia sigue, siendo el método de




referencia. Este método consiste en obtener una serie de diluciones del farmaco en un
caldo de cultivo; Posteriormente, se inocula el microorganismo problema y se incuba a
una temperatura determinada. Tras un tiempo adecuado, se determina que concentracién
del antimicrobiano produce la inhibicién completa del crecimiento. Sin embargo, existian
otros métodos basados en la difusion de las sustancias en medio solido. Los métodos
mas adecuados se adaptaron de una técnica que se utilizaba para determinar la

concentracion de penicilina en el suero ™.

Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos
1. 1. 2 Concepto

En la introduccion, ya se ha hablado del concepto de estas pruebas. Como resumen se
puede decir que estan encaminadas a conocer, si los microorganismos ensayados son
sensibles o resistentes a los antimicrobianos. Las condiciones de realizacion de estas
pruebas son completamente diferentes a lo que ocurre en el organismo humano. Sin
embargo, cuando los resultados se interpretan con sentido comun son de enorme utilidad
para el clinico. Asi mismo, los resultados obtenidos tras analizar la sensibilidad de los
microorganismos deben servir para elegir de forma éptima el tratamiento empirico en la

comunidad y en el hospital 1%,

1. 1. 3 Utilidad
Una de las funciones mas importante de los laboratorios de Microbiologia Médica son:
Los resultados obtenidos con estas pruebas tienen muchas aplicaciones que influyen en
el tratamiento empirico, en el directo y en la politica de control de la infeccion. Asi
mismo son pruebas cruciales para el descubrimiento y desarrollo de nuevos

antimicrobianos.




1. 1. 4 Pruebas en medio liquido y medio sélido
Existen 3 procedimientos generales para determinar la sensibilidad de los microorganismos

a los antimicrobianos y estos son:

» Dilucion en caldo.- consiste en realizar diluciones del antimicrobiano en un
medio liquido, adecuado para el crecimiento del microorganismo a trabajar;
se inocula el microorganismo, se incuba a la temperatura adecuada y se
determina la concentracion del antimicrobiano que inhibe el crecimiento
del microorganismo.

> Dilucion en agar.- el antimicrobiano se diluye en un caldo apropiado y se
solidifica con agar (s6lo se valora una concentracion); se inocula el
microorganismo en la superficie del medio, se incuba a una temperatura
adecuada y se determina la concentracion del antimicrobiano que produce
inhibicion del crecimiento. Este método permite evaluar la susceptibilidad
de varias especies de microorganismos simultaneamente.

» Dilucién en agar con disco.- se utiliza un medio sélido. EI microorganismo
se inocula en la superficie del medio. El antimicrobiano se deposita en un
disco de papel (soporte), se pueden valorar diferentes concentraciones del
farmaco, se incuba a una temperatura adecuada, después del tiempo de
incubaciéon se va a producir un halo de inhibicion del crecimiento, de
acuerdo al tamafo del halo se puede determinar si el microorganismo es

sensible o resistente al antimicrobiano @,




1. 2. 1 Introduccion
El proceso de estandarizacion de las pruebas de sensibilidad a los antifungicos comenzo
hace afios. En 1981, la “Sociedad Francesa de Micologia Médica” publica un articulo con
recomendaciones para estandarizar la sensibilidad in vitro a los antiftingicos . En
1982, el Comité de Microbiologia del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
construye el “Subcomité de Sensibilidad a los antifungicos”. En 1985, este Subcomité
publica su primer informe que recoge los resultados de una encuesta y un pequefio estudio

cooperativo ™, cuyos resultados son los siguientes:

Aproximadamente, el 20 % de los hospitales que son miembros del CLSI con méas de

200 camas realizaban pruebas de sensibilidad a los antifingicos.

1. La mayoria utilizaban diluciones en caldo.

2. Lamayoria de las cepas ensayadas eran C. albicans u otras especies de
levaduras.

3. La mayoria de los centros analizaban pocos aislamientos por afio.

4. La concordancia de los resultados entre los laboratorios que participaron

en el estudio cooperativo fue inaceptablemente baja.

Tras estos hallazgos, el Subcomité decidi6 que habia que desarrollar un procedimiento de

referencia mas reproducible. Se comenzd con los siguientes aspectos basicos.

1. Metodologia en macrodilucién con caldo.

2. Medio sintético para evitar antagonismos con algun antifingico.

3. Se adoptaron, con muy pocas Vvariaciones, los procedimientos utilizados
con los antibacterianos relativos ala preparacion, almacenamiento y

dilucion de los antifangicos.




A pesar de estos acuerdos, se necesitaban estandarizar otros factores que influyen en
los resultados y que se han comentado anteriormente. Estas variables son las

siguientes:

Preparacion del indculo.
Tamano del indculo.
Eleccion del medio sintético.
Temperatura de incubacion.

Duracién de la incubacién.

I A A

Método de lectura y definicidn de la CMI.

Para ello, se realizaron una serie de estudios cooperativos que vieron la luz en diversas

publicaciones [ & 7+ @

, 'Y que fueron recogidas en 1992 en el primer estandar del CLSI,
“Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts”
documento  M27-P  (“proposed”) . En los siguientes cuatro afios se eligieron, entre
varias, 2 cepas para realizar el control de calidad y se establecieron sus CMlIs de
referencia "% ™. Ademés, se comparé el método en macrodilucién con una técnica en
microdilucion ). Toda esta informacion se publicé en un estandar denominado M27-T
(“tentative”) 2. Durante estos Gltimos afios, la actividad del Subcomité se ha centrado
en el desarrollo de puntos de corte para los antifingicos °. Estos puntos de corte se
han publicado enel documento M27-A (“approved™) publicado en 1997 24,

De los  métodos antes descritos, el método estandar de referencia, aceptado
internacionalmente para determinar la sensibilidad a los antifungicos, es el de dilucion en
caldo, descrito ampliamente por CLSI en el documento M27-A. Recientemente, se
incluyeron las modificaciones realizadas en el documento por el comité europeo
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) quedando
incluidas en el documento M27-A2 1] Con este método se desarrollo el siguiente

estudio.




1. 3. 1 Introduccion

El método que describe este estandar, esta pensado para evaluar levaduras que causan
infecciones invasoras. Estas levaduras abarcan todas las especies de Candida vy
Cryptococcus neoformans var. neoformans. Esta metodologia no se ha aplicado para
evaluar la fase levaduriforme de los hongos dimorficos como Blastomyces dermatitidis o
Histoplasma capsulatum var. capsulatum. Asimismo, el analisis de los hongos

filamentosos causa problemas que no han sido evaluados en este procedimiento.

El documento M27-A2 es un ESTANDAR DE REFERENCIA. Se ha desarrollado a
través de un proceso de consenso para facilitar un acuerdo sobre la forma de evaluar la
sensibilidad de las levaduras a los antifungicos. Un objetivo primordial de un estandar
de referencia es sentar las bases de forma que se puedan desarrollar otras metodologias
mas accesibles pero que obtengan resultados similares al estandar. Como ejemplo, cabe
citar los métodos de microdilucion que ofrecen ventajas particulares como facilidad de

realizacion, economia y obtencién més rapida de resultados ™7,

1. 3. 2 Origen de antifungicos.
Los estandares de los antifungicos o el polvo de referencia se pueden obtener
comercialmente o directamente del fabricante. Los productos almacenados en farmacias
u otras preparaciones clinicas del producto no se deben de utilizar. El polvo base enviado
por el fabricante suele llevar una etiqueta en la que consta el nombre genérico del
farmaco, su potencia (normalmente en pg /mL o Unidades internacionales por mg de
polvo) y su fecha de caducidad. El polvo base se debe de almacenar como recomienda el
fabricante, a =20 °C o menos, en ambiente seco (desecador y preferentemente a vacid).
Para evitar la condensacion de agua, cuando el polvo base se saca del congelador, y antes
de abrir el desecador, se debe permitir que transcurra el tiempo necesario para que

alcance la temperatura ambiente.




1. 3. 3 Utilizacion de solventes diferentes del agua.

Los siguientes antifungicos se deben disolver en dimetilsulféxido y luego en el medio de

cultivo apropiado.

Solventes recomendados para algunos antifungicos

Antifangicos Disolvente Diluyente

Anfotericina B Dimetilsulfoxido Medio de cultivo
Ketoconazol Dimetilsulfoxido Medio de cultivo
Itraconazol Dimetilsulfoxido Medio de cultivo

1. 3. 4 Filtracion

Se puede asumir que las soluciones madre son estériles ya que es muy dificil que
crezcan microorganismos en ellas. Si queremos asegurarnos se deben de filtrar a través de
un filtro de membrana. No se debe utilizar filtros de papel, de asbesto o de fibra de
vidrio ya que pueden absorber cantidades apreciables del antifungico. Cuando se decida
filtrar el antifingico es importante cerciorarse de que la forma de filtracion no va a

disminuir la concentracion de la solucion madre.
1. 3. 5 Almacenamiento

La solucién madre se divide en pequefios volumenes en tubos de polipropileno o
polietileno estériles. Se sellan cuidadosamente y se almacenan siempre a temperaturas
por debajo de —20 °C, preferiblemente a menos —60 °C. Los viales que se retiren se
deben de utilizar el mismo dia. No se pueden volver a congelar. Deben de ser eliminados
convenientemente. Las soluciones madre de los antifungicos se pueden almacenar a — 60

OC durante 6 meses 0 mas, sin ninguna pérdida aparente de actividad.
1. 3. 6 Nombres genéricos

Para evitar confusiones, se utilizaran los nombres genéricos de los antifingicos. En

ningun caso se deben de utilizar nombres comerciales.




Los azoles son moléculas quimicas sintéticas, contienen anillos heteropentaciclicos, con

dos atomos de nitrégeno (imidazoles) o tres &tomos de nitrégeno (triazoles) unidos por

4tomos de carbono a otros anillos arométicos (fig. 1) 12,
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Figura 1. Estructura quimica del anillo imidazélico y anillo triazélico .

Los antifingicos sintéticos derivados del imidazol y del triazol han supuesto el avance
mas importante de los Ultimos afios en el tratamiento de las micosis sistémicas

200 Los imidazoles 'y triazoles comparten, a grandes rasgos, los

oportunistas
mecanismos de accidn y de resistencia, y por ello se suelen agrupar como derivados
azolicos o azoles. No obstante, también existen numerosas diferencias entre los dos
grupos de antiflngicos.

Entre todos los antiflngicos azdlicos que se han sintetizado, tan solo dos imidazoles
(miconazol y ketoconazol) y dos triazoles (fluconazol e itraconazol) se utilizan por via
oral o parenteral. El resto de los imidazoles, mucho mas numerosos, y algun triazol, como

el terconazol, se administran sélo tépicamente %1,




1. 4.1 Mecanismo de accién.

Especificamente, el mecanismo primario de accién de los azoles, es a nivel de la
inhibicion de la sintesis del ergosterol, principal esterol de la membrana celular flngica,
al modificar la composicion de la membrana celular, causa multiples alteraciones, por
ejemplo: afecta la permeabilidad celular produciendo pérdida de elementos intracelulares
esenciales, asi como de electrolitos; altera la estructura y funcion de los organelos
intracelulares; inhiben la biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos, ademas de la
actividad enzimatica oxidativa y peroxidativa, dando como resultados un cumulo
intracelular de concentraciones tdxicas de perdxido de hidrogeno, lo cual puede contribuir

al deterioro de 6rganos subcelulares y necrosis celular 2.

Los azoles inhiben la sintesis del ergosterol a traves de la interaccion con desmetilasa
14 o del lanosterol, esta inhibicion se produce al formarse un complejo del compuesto
azoélico con una parte del citocromo P-450 del hongo (necesario para la conversion del
lanosterol ~ a ergosterol) dando como resultado la acumulacién  de precursores
intermediarios (14 metil lanosterol) (Fig. 2). A nivel molecular uno de los &tomos de
nitrégeno (N-3 en los imidazoles; N-4 en los triazoles) su une al aomo de fierro (Fe) del

grupo hemo del citocromo P-450 inhibiendo la activacion de la enzima 2%,




Figura 2. Biosintesis del ergosterol y sitio de accién de los azoles. 4.
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1. 4. 2 Fluconazol

El fluconazol esta indicado especificamente en el tratamiento de infecciones por: i) C.
neoformans; ii) Candida spp.: candidosis sistémica, candidosis diseminada y otras formas
de infeccion invasiva; iii) en modelos animales normales e inmunosuprimidos demostro,
ser efectivo contra: Microsporum spp, Trichophyton spp, Blastomyces dermatitidis,

Coccidiodes immitis e Histoplasma capsulatum 2> 328,

Formula quimica (C13H12F2NgO).

Figura 3. Estructura quimica del Fluconazol %!
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Farmacocinética.

Las propiedades farmacocinéticas del Fluconazol son similares en cuanto a su
administracion ya sea por la ruta intravenosa (IV) u oral. EI Fluconazol es bien
absorbido en la administracion oral, y por los niveles plasmaticos (y la biodisponibilidad
sistemica) esta sobre el 90 % de los niveles logrados por administracion IV. Las
concentraciones maximas plasmaticas en estado de ayunas se presentan entre los 30
minutos. Las concentraciones plasmaticas son proporcionales a la dosis. Se logran niveles
estables de 90 % en el dia 4-5 con dosificaciones mdaltiples de 1 vez al dia. La union a
proteinas plasmaticas es baja (11-12 %). EI Fluconazol logra una buena penetracién en
todos los fluidos corporales estudiados. Los niveles de Fluconazol en saliva y esputo
son similares a los niveles plasmaticos. En pacientes con meningitis fungica, los
niveles de Fluconazol en liquido cefalorraquideo (LCR) son de aproximadamente 80%
de los correspondientes niveles plasmaticos . La ruta principal de excrecion es renal,
con aproximadamente el 80% de la dosis administrada apareciendo en la orina. La vida
media es de eliminacion prolongada. El Fluconazol de 50 mg administrado en forma diaria,
hasta por 28 dias, ha demostrado no afectar las concentraciones plasméticas de

testosterona en hombres o las concentraciones de esteroides en mujeres en edad fértil. ™**
26, 27]

Efectos adversos

El Fluconazol es generalmente bien tolerado. Los efectos adversos méas cominmente
asociados con Fluconazol son sintomas relacionados con el tracto gastrointestinal. Estos
incluyen nauseas, dolor abdominal, diarrea y flatulencia; el segundo efecto adverso es el
enrojecimiento. En algunos  pacientes, especialmente aquellos con enfermedades
subyacentes severas, tales como SIDA y cancer, se han observado cambios en los
resultados de las pruebas de funcion renal y hematologica ademas de anormalidades
hepaticas durante el tratamiento con Fluconazol. Los pacientes con SIDA son mas
propensos a desarrollar reacciones cutaneas severas a numerosos farmacos. Una pequefia
cantidad de pacientes con SIDA han desarrollado tales reacciones, generalmente después
de recibir Fluconazol en forma concomitante con otros farmacos, que se sabe que estan

asociados con reacciones cutaneas exfoliativas 2% 1% 271,
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1. 4. 3 Itraconazol

Es un derivado triazélico indicado para el tratamiento de micosis: i) superficiales y
mucocutaneas como: pitiriasis versicolor, queratitis micoética, candidosis oral;
ii) onicomicosis causada por dermatofitos y/o levaduras y iii) micosis sistémicas como:
aspergilosis 'y candidosis sistémica, criptococosis, histoplasmosis, esporotricosis,

paracoccidioidomicosis, blastomicosis 2> 3 28291

Férmula quimica ( C3sH3gCI2NgOy).
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Figura 4. Estructura quimica del Itraconazol 2.
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Farmacocinética

La biodisponibilidad oral del Itraconazol es méxima al administrarse una dosis de 200 mg
inmediatamente después de una comida completa. Los niveles maximos en el plasma se
alcanzan 3 a 4 horas después de una dosis oral. La eliminacion del plasma es bifasica,
conuna vida media terminal de 1 a 15 dias. Las concentraciones estables de Itraconazol
en el plasma, 3 a 4 horas después de la ingesta del medicamento, son de 0.4 mg/ml, 1.1
mg/mly 2.0 mg/ml.

El Itraconazol se une a las proteinas plasmaticas en un 99.8 %, sus concentraciones en
sangre total son del 60 %; ademas, tiene gran afinidad a tejidos con alto contenido de
queratina, en especial la piel , y ahi se registran concentraciones del farmaco hasta cuatro
veces mas altas que en el plasma, la eliminacién del farmaco esta relacionada con la

generacion de la epidermis.

Se detectan niveles de Itraconazol en la queratina ungueal a partir de la semana
siguiente a la iniciacion del tratamiento y persiste durante al menos 6 meses después de
un régimen terapéutico de 3 meses. El Itraconazol estd  presente también en
secreciones sebaceas; también se distribuye extensivamente en los tejidos que son
susceptibles a invasion micotica. Asi podemos encontrar concentraciones terapéuticas 2 6
3 veces méas altas en pulmones, rifiones, higado, huesos, bazo y musculos,

comparativamente con las concentraciones plasmaticas ™ 272,

Efectos adversos.

El Itraconazol puede provocar reacciones adversas de origen gastrointestinal tales como
dispepsia, nauseas, dolores abdominales y estrefiimiento. Menos frecuentes son: cefalea,
aumentos reversibles de las enzimas hepaticas, trastornos menstruales, mareos y reacciones

alérgicas (tales como prurito, exantema y urticaria) ** 2729,
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1. 4. 4 Ketoconazol

El Ketoconazol es un derivado imidazélico, usado para el tratamiento de infecciones
fangicas sistémicas: candidosis, blastomicosis, coccidioidomicosis, hitoplasmosis,
cromomicosis y paracoccidioidomicosis; a su espectro de accion se incluyen:

Trichophyton spp. Epidermophyton spp. y Microsporum spp. #3031,

Fomula quimica (Cs5H23Cl2N4Oy).

Figura 5. Estructura quimica del Ketoconazol 2%,
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Farmacocinética.

El Ketoconazol se absorbe rapidamente por via digestiva. La biodisponibilidad del
farmaco administrado por via oral depende del pH gastrico, debido a que es un agente
dibasico débil y que requiere un medio acido para su disolucion y absorcion. Estudios
realizados por Chin y colaboradores refieren que el Ketoconazol, se incrementa en un 65 %

cuando es ingerido con una bebida &cida, tal como es la coca-cola 2.

El nivel plasmatico maximo de 3.5 ug/ mL, se alcanza en un intervalo de 1 a 2 horas,
luego de la administracion oral de 299 mg del farmaco. EI farmaco es extensamente
distribuido a la mayoria de los liquidos corporales, la penetracion al liquido
cefalorraquideo (LCR) es minima. La union a proteinas plasmaticas, principalmente en
albumina es del 99% in vitro. La concentracidn plasmatica disminuye en forma bifasica,
la fase inicial de eliminacién es de aproximadamente 2 hrs y la fase terminal es de
aproximadamente 8 hrs. La via de eliminacién mas importante es la gastrica, las heces (en
las cuales del 20-65% del farmaco no es modificado), y finalmente, el 13% de la dosis

administrada se excreta por orina #3031,

Efectos adversos.

El Ketononazol puede inhibir la sintesis de esteroides en humanos, incluyendo la sintesis
de aldosterona, cortisol y testosterona. El efecto de Ketoconazol sobre la sintesis de
testosterona ocurre a dosis mas bajas que las que afectan la sintesis de cortisol, dosis de
200-400 mg/dia, puede inhibir la secrecién de testosterona y 400- 600 mg/dia ha
mostrado inhibir la sintesis de cortisol.

El uso de Ketoconazol oral se ha asociado a toxicidad hepatica, se han reportado casos de

hepatitis en nifios a veces fatales [%°.
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1. 5 Polienos

La Anfotericina B. Es un antifingico natural, producido por el actinomiceto Streptomyces
nodosus. Su estructura quimica es de un macrolido heptaénico que contiene 7 ligaduras
solubles conjugadas en la posicion trans y es 3-amino-6,6-dideoximanosa (micosamina)

unida al anillo principal por un enlace glucosidico. &%

lI"I||||H

Figura 6. Estructura quimica del la Anfotericina B &3,
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1. 5. 1 Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de la Anfotericina B, de la Nistatina y de otros macroélidos
poliénicos, consiste en la unién con diversos compuestos de la membrana plasmaética,
especialmente el ergosterol de los microorganismos sensibles. Tras la unién se produce la
rotura de la membrana plasmatica. Se piensa que el anillo macrolido es el responsable de
la actividad antifungica de estos compuestos. Los polienos se unen irreversiblemente,
siendo su tasa de absorcidn dependiente de la temperatura y de la energia.

La especificidad de estos antibidticos por los hongos es debida a la existencia de esteroles
en la membrana plasmatica de los mismos. Las bacterias al carecer de esteroles son
insensibles a estos compuestos. La union de estos antibioticos a la membrana celular
afecta a los sistemas de transporte de las pequefias moléculas. De esta forma, los
microorganismos son incapaces de concentrar metabolitos y se produce una pérdida de
iones y azucares. Probablemente debido a la pérdida de constituyentes vitales para la
actividad enzimatica se inhibe la respiracion y la glicolisis. Los efectos letales de estos
antifangicos son el resultado final del dafio producido en la membrana.

Las concentraciones bajas de Anfotericina B incrementan la permeabilidad de pequefias
moléculas o iones como el potasio. Este aumento de la permeabilidad es reversible
(fungistasis). Por el contrario, a altas concentraciones la pérdida de moléculas grandes

conduce a la pérdida irreversible de la viabilidad celular (efecto fungicida) .

Farmacocinética

e Via de eleccion goteo intravenoso (IV) lento. Se absorbe mal por via
gastrointestinal y la via intramuscular es irritante.

e Via oral: Para baja colonizacion intestinal por Candida.

e 90-95% ligada a lipoptoteinas. Se excreta por rifiones. Se elimina sin cambios en
pacientes anéfricos o con hemodialisis.

e Concentracion en liquido pleural, peritoneo, sinovial y humor acuoso son = 2/ 3

e Atraviesa la placenta. Escasa cantidad en humor vitreo, LCR o liquido amniotico
normal.

e Por su extensa union a los tejidos, la Anfotericina B tiene una fase terminal de

eliminacion de = 15 dias B3I,

18



Efectos Adversos

Irritacion del endotelio venoso, dolor y tromboflebitis en sitio de la inyeccion.
Puede producir fiebre y escalofrios que son frecuentes al comienzo del tratamiento
por liberacion de interlucina I ( pirdgeno enddgeno) y factor de necrosis tumoral
de monocitos humanos. Con frecuencia la reaccion comienza 1-2 hrs. después de
la infusibn y se prolonga por 3-4 hrs. puede ser precedida por disnea vy
taquicardia.

Puede producir nefrotoxicidad, que es dosis dependiente y se potencia con otros

nefrotéxicos como aminoglucésidos o ciclosporina 2,

Resistencia

& La resistencia es poco frecuente y se presenta en pacientes
con SIDA, y con tumores sélidos o hematol6gicos.

& Se ha atribuido a alteraciones en los componentes de la membrana

fungica con posible modificacion de la relacion ergosterol/fosfolipidos.
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1.6 Nuevas Dianas: Equinocandinas

1. 6. 1 Caracteristicas generales de la Caspofungina.
Es una equinocandina semisintética en forma de acetato de caspofungina. Es un compuesto
sintetizado a partir del producto de fermentacion de Glarea lozoyensis, usado para el
tratamiento  de infecciones flngicas sistémicas: Candida spp, Aspergillus spp,

Histoplasma capsulatum, Coccidiodes immitis y Blastomyces dermatitidis. %,
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Figura 7. Estructura quimica de Caspofungina .
1. 6. 2 Mecanismo de accion.

Las equinocandinas son sustancias semisintéticas que actlan en la pared de la célula
fangica inhibiendo de manera especifica y no competitiva el complejo enzimético p [1, 3] -
D - glucano sintetasa lo que impide la formacién de polimeros de glucano, que es el
mayor componente de la pared celular en la mayoria de los hongos patégenos B*: las
equinocandinas se unen directamente a una proteina FKS1P, pero ain no se sabe, si el
sitio de union a esta proteina es interno o externo a la membrana celular. EI B [1, 3] -D
glucano no esté presente en las células de los mamiferos lo que explica la escasa toxicidad

del farmaco en humanos &I,
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Figura 8. Mecanismos de accién de la Caspofungina .

Farmacocinética

Actualmente estan sélo disponibles para uso intravenoso, muestran concentraciones en
plasma proporcionales a la dosis suministrada. Su vida media es de aproximadamente
10-15 horas. EI 95% se une a proteinas plasmaticas y se distribuyen en la mayoria de los

tejidos incluyendo el cerebro; sin embargo, la concentracion en LCR es baja B
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Resistencia
Actualmente sélo se ha detectado resistencia a la Caspofungina por algunas cepas de
Candida albicans debido a mutaciones de la FKS1P. No se conocen bombas que lleven el

medicamento al exterior de la célula del hongo ).

Efectos adversos

El principal efecto asociado a la administracion de Caspofungina es la hepatotoxicidad
(11% de los pacientes), que puede agravarse con la administracion simultanea de

ciclosporina.

Produce también eosinofilia, descensos de hemoglobina y/o hematocrito, hasta un 12%,
descenso de neutrdfilos y plaquetas. Se produce también dolor de cabeza, elevacion de

potasio sérico, diarrea, anorexia, natiseas y vomitos en menos del 5% de los pacientes 2.
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1.7.1 Introduccion
La resistencia de los microorganismos a los antimicrobianos es un fenémeno bien
conocido, sobre todo en el campo de las infecciones bacterianas. Sin embargo, hasta hace
poco, no se habia prestado mucha atencién a la resistencia de los hongos a los
antifangicos. El  incremento de la  poblacion infectada por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), del nimero de pacientes trasplantados y de otro tipo
de pacientes inmunosuprimidos, ha producido un aumento paralelo de las infecciones

fangicas, del uso de antifungicos y de la aparicion de hongos resistentes a los mismos.

Antes de comenzar a desarrollar la problematica de la resistencia a los antifungicos,
conviene recordar una serie de conceptos que se emplean con los antibacterianos y que

son igualmente Utiles con los antifingicos.

1.7. 2 Definiciéon de sensibilidad o resistencia.

El concepto de sensibilidad y resistencia depende, en gran parte, del método utilizado en
el laboratorio para determinar la sensibilidad. Al igual que ocurre con los antibacterianos,
la forma méas habitual de determinar si un hongo es sensible o resistente a los

antifungicos es mediante la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Al hablar de los conceptos de sensibilidad o resistencia conviene establecer dos puntos
de vista, el microbioldgico y el clinico. Desde un punto de vista microbioldgico un
aislado es resistente a un antimicrobiano cuando su CMI es més elevada que la habitual
para esa especie. Ahora, desde un punto de vista clinico, hay que tener en cuenta que
aislados considerados resistentes microbiologicamente pueden responder perfectamente a
un tratamiento, ya que las concentracion del farmaco en el lugar de la infeccion puede ser
mucho mas elevada que la CMI del microorganismo. En consecuencia para clasificar a
un microorganismo como resistente clinicamente podriamos utilizar la siguiente
definicion propuesta por Kerridge y cols B%: “Un hongo es resistente a un antiftngico
cuando continta creciendo y produciendo sintomatologia a pesar de que la concentracion
del farmaco es maxima en el lugar de la infeccion”. Idealmente, para clasificar a un

microorganismo como clinicamente resistente deberiamos conocer la CMI del mismo y
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la concentracion que esta alcanzando el antifungico en la zona de infeccion. Asimismo,

deberiamos seguir recuperando dicho microorganismo del lugar de infeccion.

Los factores que contribuyen a la resistencia clinica son principalmente de tres tipos:

1.-Fungico. Incluye: i) tipo de célula (levadura o hifa); ii) susceptibilidad, CMI

inicial; iii) serotipo y tamafio de poblacion (cepas y cantidad de in6culo)

2.-Farmaco. i) naturaleza, composicién quimica; ii) actividad sobre el hongo,
fungistatico o fungicida; iii) dosis (frecuencia, cantidad y esquema de terapia,
intermitente o continua); iv) farmacocinética, absorcion, distribucién, metabolismo e

interaccidn con otros medicamentos.

3.- Huésped. i) estado inmune; ii) sitio de infeccion; iii) gravedad de la infeccion;

iv) presencia de materiales extrafios (catéteres, etc.), formacién de abcesos [#%

1. 7. 3 Resistencia.

Con independencia de la situacion clinica en particular, cuando se hable de resistencia,

los siguientes conceptos deben de estar claros:

Resistencia clinica: se define como la persistencia o progresion de una infeccion a pesar de
una terapia antimicrobiana adecuada contra el agente causal %. Se habla de resistencia

primaria o intrinseca: cuando un microorganismo es resistente a un antimicrobiano sin

una previa exposicion a este (C. krusei y C. glabrata, resistentes al fluconazol) “%:

mientras que la resistencia secundaria se presenta después de que el antimicrobiano ha

estado en contacto con el microorganismo (C. albicans, resistente al fluconazol) ¥+?2,
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1. 7. 4 Mecanismos celulares de resistencia a antifungicos.

1. Alteraciones genéticas: en una poblacion grande de levaduras, donde una presion de
seleccion es ejercida por el antifungico, hay un desplazamiento de cepas susceptibles por
cepas resistentes.

2. Resistencia epigenética: es una expresion genética transitoria, en la cual la célula
fangica puede expresar un fenotipo en presencia del antifungico; sin embargo, puede
revertir a una cepa susceptible una vez que el antifungico es eliminado.

3. Alteracion en la poblacién fangica: con un incremento en la poblacion fungica, la

probabilidad de mutar a una cepa més resistente es mayor (microevolucién) 422,

1. 7.5 Mecanismos moleculares de resistencia a los azoles.

1. Modificacién de la via biosintetica del ergosterol.- modificacion de la enzima blanco
u otras enzimas de la via metabolica.

2. Alteraciones moleculares del gen ergll.- la enzima blanco de los compuestos
azolicos es la desmetilasa 14 a del lanosterol. El gen que codifica para esta proteina es el
ergll en todas las especies fungicas y estas regulado por el erg3. Dentro de este gen

pueden presentarse alteraciones como:

a) Mutaciones puntuales.- se reemplaza la treonina (T) por alanina (A) en la

posicién 315, llamada mutacion puntual T315A B 22,

b) Sobreexpresion.- incremento en el numero de copias de la enzima blanco (14 o

desmetilaza) ™.

c) Amplificacion del gen.- por incremento en el nimero de copias del ergll,

dando como resultado también un incremento en su expresion 2.
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3. Sistemas de bombeo activo del antifungico al exterior celular, se conocen dos tipos

de bombas de salida (Figura 9).

Enuna célula susceptible, el compuesto azdlico entra a la célula por mecanismos que
aun no se conocen o tal vez por difusion pasiva. Los compuestos azolicos inhiben al
gen ergll (circulo rosa), bloqueando la formacion del ergosterol. Los dos tipos de
bombas se expresan a niveles bajos. Los genes CDR (Candida drug resistance) son
ABCT (binding cassette transporters), forman un poro en la membrana (tubos verdes) y
se unen dos esferas (péptidos) (circulos verdes). Los genes MDR (Multidrug resistance)
son el principal facilitador que forman un poro en la membrana (tubos rojos). En un
modelode resistencia celular. Los azoles entran en la célula por un mecanismo
desconocido. Los azoles son menos eficaces contra el gen ergll por dos razones: la
enzima ha sido modificada por mutaciones especificas (rebanadas oscuras en esferas
rosadas) y/o la enzima es sobreexpresada. Las modificaciones en otras enzimas son en la
biosintesis del ergosterol, contribuyen a la resistencia a los azoles (rebanadas oscuras en
las esferas azules). Los componentes de la membrana plasmatica son modificados
(membrana en amarillo oscuro). Finalmente, las moléculas de los azoles son eliminadas
de la celula por la sobre expresion de los genes CDR (ABCT) y los genes MDR (Major
Facilitators, MF). Los genes CDR son eficaces contra muchos farmacos del grupo de
los azoles. Mientras que los genes MDR parecen ser especificos Unicamente para el

Fluconazol 22,
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Figura 9. Mecanismos moleculares de resistencia a los azoles.

SUSCEPTIBLE
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1. 8 Candidosis.
1. 8. 1 Definicion

Es una infeccion micética causada por levaduras oportunistas, por diferentes especies,
pertenecientes al género Candida. Aunque estas infecciones pueden presentarse en
hospederos normales, la mayoria de ellas se desarrollan en individuos
inmunocomprometidos o inmunodeprimidos, asi que estas se pueden presentar en una gran
variedad de cuadros clinicos que dependen mas del paciente y de la nueva tecnologia
terapéutica, que del agente etioldgico.

Asi mismo las lesiones pueden  ser localizadas, diseminadas o sistémicas. Las

manifestaciones clinicas pueden ser de curso agudo, subagudo o crénico % 25 4344431,

1. 8. 2 Patogenia.
Al ser Candida spp. una levadura comensal, la mayor parte de las infecciones son de tipo
enddgeno y el evento crucial para que se lleve a cabo la infeccion puede ser un cambio en

la relacién entre la levadura y el paciente 12 4!,

El proceso de infeccion comienza con la adherencia de las levaduras a las células de la
mucosa 0 queratinocitos, que interactian en la relacion de la pared fdngica de
polisacaridos (mananas) con un receptor en la célula epitelial. Se han reconocido como
adhesinas a: mananas, manoproteinas y quitina [*2 46471

Aun cuando in vivo la situacion es mas compleja que en estudios in vitro, se han postulado
los siguientes mecanismos de virulencia: capacidad de adhesion; produccion de enzimas
proteoliticas, especialmente proteasas y fosfolipasas, las cuales facilitan la penetracion y
degeneracion de queratina y colagena; transformacion morfologica de levadura a
pseudohifa, lo que también facilita la penetracion y permite evadir al sistema inmunolégico,
ya que la pseudohifa libera mayor cantidad de fosfolipasas y es mas resistente a la
fagocitosis; efectos inmunomoduladores de determinantes antifingicos que contribuyen a
disminuir la actividad de las defensas del huésped; cambios fenotipicos, los cuales permiten

al hongo adaptarse a condiciones diferentes o cambiantes (228 48]
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1. 8. 3 Identificacion en el laboratorio.

La toma de muestra es muy variable, ya que la candidosis se puede presentar en cualquier
parte del cuerpo, asi que los productos que se recolectan son: sangre, esputo, escamas,
LCR, orina, etc...(Figura 10) [*#%],

1) EXAMEN DIRECTO. La muestra se coloca entre un portaobjetos y un cubreobjetos y se
procesa con una solucién aclarante, por lo regular se utiliza KOH al 10 %, asi mismo
también se puede utilizar solucién fisiolégica o solucién de lugol, se pueden realizar
también tinciones como Gram, Wright, Giemsa, PAS e incluso Papanicolau. A la
observacion al microscopio de los examenes directos o tinciones es probable observar
pseudohifas cortas o largas y / o cumulos de blastoconidias, estas determinan el estado
virulento y patdgeno de la levadura, de esta manera nos ayuda a confirmar el diagnostico.
En el caso de onicomicosis candiddsica regularmente no se encuentran pseudohifas,
solamente blastoconidias, pero el solo aislamiento del hongo en los medios de cultivo
nos indican la enfermedad, debido a que Candida spp. no es microbiota habitual en

esta region (),

2) CULTIVOS. Las diversas especies de Candida crecen en los medios de cultivo
habituales (agar Sabouraud, gelosa sangre, infusion de cerebro- corazén y extracto de
levadura). Es importante considerar que Candida albicans crece en los medios de micosel;
sin embargo, otras especies son inhibidas por la cicloheximida (Candida tropicalis,
Candida parapsilosis, Candida krusei y Candida zeylanoides), por lo cual es recomendable
sembrar a la vez en medio de Sabouraud. Candida sp crece rapidamente a 37 ° C en un
periodo de 24 a 48 horas despueés de las cuales es posible observar las caracteristicas de las
colonias, las cuales son similares en la gran mayoria de medios de cultivo: son colonias
blancas hasta amarillentas, himedas, limitadas, opacas, algunas veces se observan lisas y
otras rugosas y en ocasiones es posible observar sumergido dentro del agar el
pseudomicelio. Son utiles los medios selectivos para este género como el medio Biggy
(Nickerson), que contiene gran cantidad de citratos y sulfitos, los citratos eliminan la flora
bacteriana y los sulfitos, al ser reducidos a sulfuros provocan que las colonias adquieran
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una coloracion café claro u oscuro, lo que permite distinguirlas de otros hongos
levaduriformes. En la actualidad se utilizan medios de cultivo que permiten hacer una
identificacion de primoaislamiento de algunas especies; ejemplos de esto son el
Candiselect® y el CHROMagar® (los cuales se detallardn un poco mas adelante). El hecho
de que tengamos un cultivo positivo no es un indicador forzoso de una candidosis, ya que
hay que recordar que esta levadura es parte de la microbiota habitual de ciertas zonas del
cuerpo, es por esto que la correlacion de los aspectos clinicos y micoldgicos es muy

importante % 2,
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL DIAGNOSTICO DE CANDIDOSIS
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CONFIRMACION DEL DIAGNOSTICO DE CANDIDOSIS

Figura 10. Esquema para el diagndstico de Candidosis.




1. 8. 3 Tipificacién de cepas de Candida especie albicans.
Para distinguir cepas de especie albicans de cepas no — albicans habitualmente se

sugiere la siguiente secuencia de pruebas.

Cultivo: En agar Sabouraud se desarrollan las diversas especies de Candida en un
periodo de 24 a 48 horas, dando colonias limitadas, planas, cremosas, opacas,
generalmente lisas aunque algunas veces se presentan rugosas, de color blanco y blanco
amarillento. EI medio Candiselect® permite el reconocimiento de Candida albicans (se
observan de color azul turquesa), mientras que el resto de las especies crecen de manera
similar (se observan de color blanco). El medio de CHROMagar® esta hecho a base
de sales cromogenas lo que permite que las diferentes especies del género Candida
formen colonias coloridas al crecer: Candida albicans (verde); Candida tropicalis (azul -
gris); Candida krusei (rosa palido) y Candida sp. (blanco-crema). Este medio tiene una
alta especificidad su utilidad radica en que desde el primoaislamiento se puede conocer

la especie causante y nos ayuda a reconocer infecciones mixtas 2> 495051,

Filamentacion en suero: Se realiza en suero humano o suero glucosado. Se siembra la
cepa a investigar en 0.5 mL. de suero a 37 °C durante 3 horas, en este momento se
realiza una observacion en fresco. Esta prueba es presuntiva de cepas de especie
albicans. Si se forma un tubo germinativo de aproximadamente 5 —-15 um de largo, a
partir de la célula levaduriforme. Despueés de este periodo de incubacion, todas las

especies pueden producir tubos germinativos ® 2,

Produccion de pseudomicelio y clamidoconidias: Se realiza en medios pobres en
nutrientes y se les agrega un tensoactivo (1%), un ejemplo es el medio de Corn —meal
(agar harina de maiz) + Tween 80. En este medio se siembra por estria y se incuba a
una temperatura de 25 °C durante 72 horas, posteriormente la caja se coloca en la
platina del microscopio para la observacion. Todas las especies oportunistas del género
Candida presentan pseudohifas largas, ramificadas, con cumulos de blastoconidias; con
excepcion de Candida glabrata. En el caso especifico de cepas especie albicans presentan

clamidoconidias terminales o intercalares que miden entre 10 y 12 um de diametro con
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una doble membrana bien formada. Esta prueba fisiologica es determinante ya que nos
permite distinguir cepas especie albicans entre cepas no — albicans. [22> %1,

Pruebas bioquimicas: Se basa en la fermentacion (zimograma) Yy utilizacion de
carbohidratos (auxonograma). Existe un perfil bioquimico que identifica a cada especie

del género Candida.

s Zimograma: Se realiza en medio de cultivo liquido con una proporcion de
carbohidratos que varia entre 1y 5 %, se le agrega un indicador de pH &cido (rojo
de fenol), y una campana de fermentacion para detectar la produccion de gas, esto
se incuba a 25 °C durante 5 a 15 dias, al final de los cudles se hace la lectura de

las pruebas mediante el viraje del indicador y la formacién de gas.

% Prueba de la xilosa: Todos los aislamientos positivos a la prueba de formacién de
tubos germinales son sometidos a la prueba de asimilacion de la xilosa. Una o dos
colonias son inoculadas en un tubo conteniendo 2 mL de xilosa, luego son
incubadas por 24 horas. Un cambio de color a rosa es positivo lo cual es
caracteristico de C. albicans, mientras que si no hay cambio en el color, significa no

asimilacion del azicar que es el caso de C. dubliniensis %],

% Auxonograma: Se realiza en medio sélido peptonado, ausente de carbohidratos,
estos se agregan en forma de penicilindros o sensidiscos, la cepa problema es
sembrada previamente y el carbohidrato a investigar se aplica en una solucién de 1
a2 %, seincuban a 25°C durante 5a 15 dias. El desarrollo de la colonia
alrededor del carbohidrato indica una lectura positiva® 1,

(Figura 11 y en la tabla siguiente los resultados de la mayoria de las pruebas de

tipificacion figura 12)
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Diagrama de flujo para la identificacion de cepas de Candida especie albicans.
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Figura 11. (Identificacion de cepas de Candida especie albicans)
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Figura 12. Pruebas de asimilacion
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C. albicans + + +| + + + - - - - + + + + +- + - - - +
C. dubliniensis + + + |+ + + - - - - - Vv + + + + - - - R + -
C. stellatoidea +- +- +| + - + - - - - + + + - - - - - + N
C. tropicalis - - + | + + + - - - Vv + + + + + + - - - Vi - -
C. parapsilosis - - + | 4+ + + - - - - + + + - - - - - - R - -
C. krusei - - + | - - - - - - - - - + - - - - - - B - -
C. pseudotropicalis - - +| - + + + + - + Vv - + - + + + + - R + -
C. guillermondii - - + | + + + - + - + + + + - + + - + - R + -
C. zeylanoides - - + | + + \Y - - - - - + Vv - - - - - - R - -

+ = positivo; - = negativo; +/- = casi siempre positivo; V = variable; B = blanco; R = rosado; Red. = reduccién; Vi = violeta;

Res = resistencia
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1. 8. 4 Identificacion de Candida dubliniensis en especimenes clinicos.

PRUEBAS FENOTIPICAS

A continuaciéon se presentan los resultados de la mayoria de las pruebas fenotipicas
descritas a nivel internacional para la diferenciacion de Candida albicans y Candida
dubliniensis.

- Formacion de tubo germinativo en suero a 37 ° C durante 3 horas:

Candida albicans: Generacion de tubo germinal.

Candida dubliniensis: Generacion de tubo germinal.

- Produccion de clamidoconidias en Corn meal + Tween 80:

Candida albicans: Se observan levaduras, pseudomicelio y clamidoconidias Unicas y
terminales.

Candida dubliniensis: Se observan levaduras, pseudomicelio y clamidoconidias multiples y

en grupos de 2 ¢ 3 generalmente, a veces es posible observar grupos mas grandes.

- Agar Alpiste Negro:
Candida albicans: Crecimiento levaduriforme sin produccion de pseudomicelio.

Candida dubliniensis: Crecimiento levaduriforme con produccion de pseudomicelio.

- Agar caseina:
Candida albicans: No hay produccién de clamidoconidias.

Candida dubliniensis: Hay produccién de clamidoconidias

- CHROM agar Candida®:
Candida albicans: Colonias de color verde claro.
Candida dubliniensis: Colonias de color verde oscuro.

- Candiselect ID®:
Candida albicans: Colonias verde turquesa claro.
Candida dubliniensis: Colonias verde turquesa oscuro.
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Candida albicans Candida dubliniensis

) Cdmulos de ] o
Examen directo KOH al o Cdmulos de blastoconidias
blastoconidias y/o )
10% ) y/o pseudohifas
pseudohifas

(+) Camulos de (+) Camulos de
Tincion de Gram blastoconidias y/o blastoconidias y/o

pseudohifas pseudohifas

Colonias blancas, Colonias blancas, suaves,
Crecimiento en suaves, limitadas, limitadas, opacas,
Sabouraud opacas, ocasionalmente ocasionalmente con

con pseudomicelio pseudomicelio

Tubo germinativo en

(+) después de 3 horas (+) después de 3 horas
suero a 37 °C

Clamidoconidias en

Unicas, terminales Multiples y en racimos

Cornmeal + Tween 80
Biggy (Nickersson) Colonias color café Colonias color café

Sin embargo, a pesar de esta relacion tan cercana, estos organismos exhiben algunas

diferencias fenotipicas, que si bien son pequefias y sutiles, nos sirven para intentar su
identificacion en los diversos especimenes biol6gicos que se trabajan de manera rutinaria

en los laboratorios de microbiologia.
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2. JUSTIFICACION

En México los estudios microbioldgicos en levaduras, agentes de infeccion
mucocutanea, cutanea, invasora Yy/o sistémica son limitados y la frecuencia
reportada es inferior a los datos internacionales. La aplicacién de algunos
centros de métodos de mayor sensibilidad en el aislamiento y
reconocimiento del agente a partir de material clinico, han contribuido al
diagnodstico precoz de estas micosis. En estudios extranjeros, realizados
principalmente en paises desarrollados, se relata un aumento de
aislamientos de levaduras resistentes 0 que presentan elevada CMI frente a
los distintos antimicoticos. (En base a lo ya mencionado, pretendemos
demostrar que C. albicans y C. dubliniensis presentan variados perfiles de
sensibilidad antifingica, en muestras clinicas del Hospital General de

México, predominando las cepas con rangos considerados sensibles.)

Sin embargo, esperamos determinar cepas que presenten CMI elevadas,

frente alos azoles de uso frecuente, identificando levaduras resistentes.
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3. OBJETIVOS.

Objetivo general:

» Determinar el perfil de sensibilidad “in vitro” frente a diversos
antifingicos como son Fluconazol, Itraconazol, Ketoconazol,
Anfotericina B y Caspofungina en cepas de Candida albicans y
Candida dubliniensis de aislados clinicos provenientes del Hospital

General de México.

Objetivos especificos:

v Establecer la concentracién minima inhibitoria (CMI), de Fluconazol,
Ketoconazol, Itraconazol, Anfotericina B y Caspofungina para las dos
cepas de levaduras por el método estandarizado del documento
M 27- A2 del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).

v’ Correlacionar los resultados de susceptibilidad “in vitro” para ambas

especies de Candida, con el origen clinico de las cepas estudiadas.
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4 MATERIALES Y METODOS

4. 1Materiales

a) Materiales bioldgicos

YVVVVVYY

Candida krusei ATCC 6258

Candida parapsilosis ATCC 22019

Candida albicans ATCC 90028

Candida dubliniensis, donada por la Facultad de la UNAM.
12 aislados de Candida albicans

12 aislados de Candida dubliniensis

b) Antifungicos

Ketoconazol Sigma No. de catalogo K 1003

Fluconazol Chemo Ibérica FL09006

Itraconazol CRS/SCR Council of Europe, EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, BPX907-F67029 STRASBOURG
CEDEXZ1,; Batch/lot. 19 Ca. 200mg.

Caspofungina 70 mg, sol. Inyectable caja con una ampula con
polvo H3822 (MX), No. Reg. 555M2000SSAl,
Lote:HV43280;Merck Sharp & Dohme 564990/131200X
Anfotericina 50 mg, Lote 0015007, Farmacia Gl.

c) Medio de cultivo y reactivos.

YVVV VVYV

Sabouraud Dextrosa (SDA) Agar Merk No. de cat. 1.05438
RPMI 1640 0.2 % glucosa GIBCO BRL No. de cat. 31800-022
Acido morfolino propanosulfénico (MOPS) Sigma No. de cat.
M6270

Dimetilsulfoxido (DMSO) Sigma No. de cat. D 5879

Agua destilada

Eter etilico (J. T. Baker)

d) Materiales.

>

YVVVVVYY

Placas NUNC de 96 pozos, fondo plano estériles. NUNC No. de
cat. 167008.

Balanza analitica digital peso méx.: 210 g d= 0.0001g (Scientech)
Balanza de 2 platillos, capacidad 2 KG (Ohaus)

Espatula de acero inoxidable (Fischer Stainless)

Frascos de vidrio graduados de 100, 250, 500 y 1000 mL (Schott)
Matraz Erlenmeyer de vidrio para 400 mL (Pyrex)

Micropipetas de 20 — 200 pL. (Gilson)
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VVVVVVVVVVVVVVVYVYY

>
>
>

Micropipetas de 100 — 1000 pL. (Gilson)

Pipetas multicanal de 8 canales de 2 — 200 uL. (Gilson)
Pipetas multicanal de 12 canales de 2 — 200 pL. (Gilson)
Pipetas graduadas de vidrio de 5y 10 mL. (Pyrex)
Probeta graduada de vidrio de 100, 500 y 1000 mL. (Pyrex)
Puntillas de plastico de 100 uL (Biological)

Puntillas de plastico de 200 uL (Biological)

Puntillas de pléastico de 1000 uL (Biological)

Tubos eppendorf estériles de 1mL

Tubos de plastico estériles de 10 mL

Jeringa de 10 mL

Gradilla

Vortex -2 Modelo G-560 (Genie)

Asa micoldgica

Vaso de precipitado de 10 mL (Pyrex)

Membrana de filtracion

Cinta

e) Material especifico.

Lector de microplacas de ELISA Labsytems. Multi Ska Ms.
Incubador Shaker modelo G25. N. J., USA.
Refrigerador a temperatura 4 - 8 °C
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4. 2 Método.

Los 24 aislados clinicos de Candida (12 aislados de Candida albicans y 12 de Candida

dubliniensis); fueron previamente identificados a nivel de género y especie en el
Laboratorio de Micologia del Hospital General de México y ratificados en el Laboratorio
de Micologia Medica de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas (ENCB) del

Instituto Politécnico Nacional (IPN).

El diagrama general de trabajo para la determinacion de los perfiles de susceptibilidad

de los aislados a los azoles, un macrélido poliénico (Anfotericina B), y una

equinocandina (Caspofungina) se muestran en el siguiente diagrama.

Preparacion del inoculo
Fase logaritmica de

crecimiento

Determinacion de
los valores de las
CMI’s de los
aislados al
Fluconazol, segun
el método CLSI
M27- A2

Determinacion de
los valores de las
CMI’s de los
aislados al
Ketoconazol,
seguin el método
CLSI M27- A2

Determinacion de
los valores de las
CMI’s de los
aislados al
Itraconazol, segiin
el método CLSI
M27- A2

Determinacion de
los valores de las
CMI’s de los
aislados al
Anfotericina B,
seguin el método
CLSI M27- A2

Determinacion de
los valores de las
CMI’s de los
aislados al
Caspofungina,
seguin el método
CLSI M27- A2

-Comprender los resultados de susceptibilidad

-Correlacionar los resultados de susceptibilidad “in vitro”
para ambas especies de Candida, con el origen clinico de las

cepas estudiadas.
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4. 2. 1 Determinacion de los valores de las CMI’s al Fluconazol, Itraconazol,
Ketoconazol, Anfotericina B y Caspofungina, de los aislados de Candida. Método de
referencia para determinar la susceptibilidad de las levaduras a los antifunficos
CLSI M27-A2 (Figura 13).

4. 2. 1. 1Dilucién del antiflingico
I. La solucion madre de antifingico se preparé con el siguiente procedimiento:
pesar los antifungicos en tubos eppendorf 16 mg para Ketoconazol (KZ),
Anfotericina B (AB), Caspofungina e Itraconazol (1Z) y 64 mg de Fluconazol (FZ)

I. Diluir cada antifingico en 1 mL de los solventes que les corresponde, en el caso de
FZ y Caspofungina es agua destilada estéril y para KZ, AB e 1Z en Dimetil
Sulfoxido (DMSO).

I11. Se realizo una dilucion 1:10 de cada antifungico: en tubos estériles, para esto se
coloco 9 mL de los solventes para cada antifungico, adicionando el mL de los
antifungicos contenidos en cada uno de los tubos eppendorf (concentracion final
para el KZ, AB, Caspofungina e 1Z 1,600 pug/mL y para el FZ de 6,400 pg/mL.

Solucion madre de cada antiflingico

A partir de la solucion madre (Se rotulo como tubo No.1) se realizaron 9 diluciones
consecutivas 1:2. Para ello se procedio de la siguiente forma:
1.- Se numeraron 9 tubos de plastico para diluciones del 2 al 10.
2.-Se cargaron los tubos con 0.5 mL de DMSO (Para KZ, AB e 1Z) y agua
destilada estéril (Para FZ y Caspofungina).
3.- Se tomaron 0.5 mL de la solucion madre (Tubo No.1) y traspaso al tubo No. 2, (se
homogeneizo). Ahora se tomaron 0.5 mL de este (Tubo No.2) y se agreg6 al tubo No.
3, (se homogeneizo).Nuevamente se tomaron 0.5 mL del tubo No.3 y agrego al tubo
No. 4, se homogeneizo, y asi se continuo sucesivamente hasta el tubo No. 10.

' I

Homogeneizar

Homogeneizar Contirnar de este
el itho 2 . eltubo 3
* | modo hasta el tubo
— s—— Mo. 10
=C. Madre Tuho 2 Tubo 2 Tubo 3
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4.- Al terminar el paso 3 se tuvieron 10 tubos de cada antifingico con los siguientes

intervalos de concentracion.

Intervalo de concentracion

ng/ mL
Antifangico
Mayor Menor
Caspofungina 1,600 3
AB 1,600 3
1z 1,600 3
KZ 1,600 3
Fz 12,800 25

5.- Diez tubos de plastico se tomaron para diluciones y se rotularon del 1 al 10.

6.- Estos tubos se llenaron con 6,860 uL de RPMI 1640 (al 0.2 % de glutamina)

7.- Posteriormente se realiz6 una dilucion 1/50 en RPMI 1640 (al 0.2 % de glutamina) de

la serie de antifingico disueltos en DMSO (o agua destilada estéril). Para esto, se

pasaron 140 pL del tubo No. 10 con antifingico al tubo No. 10 con RPMI, luego 140 uL

del tubo No.9 con antifungico al tubo No. 9 con RPMI, y se continud de este modo hasta

el tubo No. 1.
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Al finalizar este paso tenemos las soluciones de antifingico lista para cargar las

microplacas.

Intervalo de concentracion

png/ mL
Antiflngico

Mayor Menor

Caspofungina 16 0.03
AB 16 0.03
1z 16 0.03
KZ 16 0.03
FZ 128 0.25

4. 2. 1. 2 Preparacion del inéculo

1.- Obtencidn del in6culo en fase logaritmica de crecimiento. Sembrar en Agar Dextrosa
Papa (PDA) los aislados y cepas a probara 37°C por 24 horas. Hay que asegurarse

de que los aislados y las cepas no se encuentren contaminados.

2.- Para preparar el in6culo se tom0 una asada del cultivo y se deposité en un tubo de

vidrio con 7 mL de medio de cultivo (RPMI), la suspension se agitd en vortex por 15

segundos.

3.- La densidad de la suspension celular se ajustd a una turbidez de 0.5 del nefelémetro

de Mc Farland, dando como resultado una suspensién que contiene entre 1- 5 X 10°

UFC/mL.

Este procedimiento se realiz6 con cada aislado y cepa a utilizar.

4.- El in6culo se conservé como maximo 15 minutos a temperatura ambiente y 2 horas

a4°cC.
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4.2.1. 3 Llenado de microplacas

Para el llenado se utilizaron microplacas NUNC de 96 pozos, fondo plano, con su tapa y
estériles (la microplaca tiene 12 columnasy 8 filas). Las microplacas se llenaron por
columna, utilizando pipetas multicanal, de manera que se llenaran las 8 filas de cada

columna simultidneamente.

Se utilizaron cubas de plastico, de manera que las puntas de las pipetas multicanal se

cargaran del antifungico, asi mismo se trabaj6 con la suspension de levaduras.

1. Empezar a llenar la columna 12 que corresponde al control de crecimiento del
microorganismos, colocar 100 pL. de RPMI 1640 al 0.2 % de glutamina.

2. Llenar la columna 11 que corresponde al blanco de reactivos y control de
esterilidad. Se llena con 200 pL de RPMI 1640 al 0.2 % de glutamina, sin

antifingico y sin levadura.

11

1o 20 a3das 8o bl LT 008 vl 10 11 01D
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4. 2. 1. 4 Inoculacion de placas

Una vez llenada la microplaca con las diluciones de los antifungicos a utilizar, se procedio

a inocular cada cepa por duplicado, par ello se procedi6 de la siguiente forma:

1.-Tomar el tubo “A” (suspension de levaduras preparada anteriormente), agitar en vortex

para homogeneizar y se vierte en una cubeta estéril.

2.-Tomar la pipeta multicanal (de 12 canales), y ajustar a 100 pL, después ajustar los tips
estériles en los 10 canales dejando el canal 11y 12 (ya que la columna 11 de las placas
estd destinada a blanco de reactivos para la lectura espectofotométrica y control de
esterilidad, por lo que no debe tener indculo y la columna 12 esta destinada para la cepa
de referencia ATCC)

3.-Posteriormente con la pipeta multicanal cargar 100 pL del indculo en los 10 pocillos
de cada unade las filas (Fila“A”y “B”).

4.-Cargar del mismo modo los 11 indculos restantes por duplicado.

5.-Finalmente, cargar los ocho pocillos de la columna 12 con 100 pL del in6culo de la
cepa de referencia. En cada microplaca pueden probarse 4 cepas; asi mismo, cada pozo

debe contener un volumen final de 200 pL.
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4. 2.1.5 Lectura de resultados

1.-Cada microplaca se leyo en un lector de placas ELISA, agitandose durante 30 segundos

previamente a una longitud de onda de 405 nm.

2.-Para los azoles como el FZ, 1Z y KZ, de acuerdo a las recomendaciones del CLSI, la
CMl, es la concentracién mas baja del antifangico que inhibe el 50 % de crecimiento
levaduriforme. Comparando el crecimiento de cada concentracion de antifingico con el

crecimiento de la columna 12, control de crecimiento levaduriforme.

3.-Para el caso de AB y Caspofungina se sigue la misma regla es decir; de acuerdo a
las recomendaciones del CLSI, la CMI, es la concentracidn mas baja del antifingico,
para el caso de estos antifingicos debe ser del 90 % de inhibicion con respecto al

control positivo.
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Método NCCLS-M27-A2

hl 49

izz 128mg/ mL H,0 Dilucion horizontal 1:2
Iz 16 mg fmL
AmB DMSO oy, Ay e, ey, ARy, O, S, Sy

Caspofungina 16 mg/ mL H; O
Dilucion vertical ?
1: 50 ij

cwpnen LG &

1-5x 10% UF C/m

o 4 4 T a9 a9 a5 4
| e e e e e e e e
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C. paraprilons AT CCTHILD
C. albicans ATCC W08
C. dubliniensis UN AR

12 avslados de . zibicans |
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5 RESULTADOS

Las muestras de procedencia fueron recolectadas de los pacientes que se encuentran en
los diversos pabellones del Hospital General de México; asi mismo, de los pacientes que
acudieron al Laboratorio de Micologia Médica del mismo. En la siguiente tabla se exhiben
los datos de cada aislado de Candida albicans.

Tabla 1. Muestras de procedencia de Candida albicans.

Candida albicans

10

11

12

Sexo

Edad

64 a

80a

60 a

1 mes

82a

25a

34a

3la

41 a

57a

49 a

50 a

Origen o
Muestra

Espectoracion

Orina

Vulva

Orina

Vulva

Expectoracion

Orina

Orina

Oral

Oral

Oral

Oral

Examen directo

Pseudohifas

Pseudohifas con blastoconidias

Pseudohifas

Pseudohifas

Pseudohifas con blastoconidias

Pseudohifas

Pseudohifas

Pseudohifas

Pseudohifas con blastoconidias

Pseudohifas con blastoconidias

Pseudohifas con blastoconidias

Pseudohifas con blastoconidias

Cultivo
Sabouraud

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Pruebas
fenotipicas

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans
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Las muestras de procedencia fueron recolectadas de los pacientes que se encuentran en
los diversos pabellones del Hospital General de México; asi mismo, de los pacientes que

acudieron al Laboratorio de Micologia Médica del mismo. En la siguiente tabla se exhiben

los datos de cada aislado de Candida dubliniensis.

Tabla 2. Muestras de procedencia de Candida dubliniensis.

Candida dubliniensis

Sexo  Edad

75a

4 M 30a
5 F 40a
6 F 17 a
7 M 69 a
8 F 50 a
9 F 32a
10 F 22 a
11 M 34a
12 F 47 a

Origen o
Muestra

Orina

Oral

Orina

Expectoracion

Oral

Vulva

Oral

Onicomicosis

Oral

Oral

Oral

Vulva

Examen directo

Pseudohifas

Pseudohifas

Pseudohifas

Pseudohifas con blastoconidias

Pseudohifas

Pseudohifas con blastoconidias

Pseudohifas

Pseudohifas

Pseudohifas

Pseudohifas

Pseudohifas

Pseudohifas con blastoconidias

Cultivo
Sabouraud

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Candida sp.

Pruebas
fenotipicas

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

C.dubliniensis

51



La identificacion de los valores de las CMI’s de los 24 aislados de Candida (12 aislados de
Candida albicans y 12 aislados de Candida dubliniensis), cada uno de los cinco
antifngicos utilizados, se muestra en los gréaficos 3, 4, 7, 8, 11, 12, 15, 16, 19 y 20. La
evaluacion de la sensibilidad o resistencia de los aislados frente a azoles y de Anfotericina
B se determind en base al documento del CLSI M27-Az2, el cual establece los intervalos
de susceptibilidad de las cepas de control y del género Candida, aceptados
internacionalmente, con los cuales se trabajaron. Para la equinocandina se tomaron los
puntos de corte con respecto a Anfotericina B debido a que no estd estandarizado
actualmente. (Tabla 3). El porcentaje de la respuesta de susceptibilidad de los aislados a
cada uno de los cinco antifungicos se muestra en los graficos 1, 2, 5, 6, 9, 10, 13, 14, 17y
18.

Tabla 3. Puntos de corte para el género Candida spp.

Criterio Ketoconazol = Itraconazol | Fluconazol | Anfotericina | Caspofungina
(ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) B (ng/mL)
(ng/mL)
Susceptible <0.25 <0.25 <8 <2 <2
SDD* 0.25-0.5 0.25-0.5 16 — 32 — —
Resistente >1 >1 > 64 >4 >4

*SDD Susceptible dependiente de la dosis
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Tabla 4. Resultados de las CMI’s de los antifingicos frente a las dos especies de Candida.

ESPECIE CARACTERISTICAS CMI pg/mL
FLUCONAZOL ITRACONAZOL KETOCONAZOL | ANOTERICINA B | CASPOFUNGINA

C. albicans 1 Espectoracion 0.03 0.5 0.25
C. albicans 2 Orina 16 0.03 0.03 1 0.25
C. albicans 3 Vulva 1 0.5 1 0.25
C. albicans 4 Orina 16 0.25 1 0.12
C. albicans 5 Vulva 0.5 0.06
C. albicans 6 Expectoracion 4 0.25 0.5 0.12
C. albicans 7 Orina 16 0.25 1 0.12
C. albicans 8 Orina 0.25 1 2
C. albicans 9 Oral 1 0.03 0.25 1 0.25
C. albicans 10 Oral 2 0.06 0.25 1 0.25
C. albicans 11 Oral 16 0.03 0.5 1 0.25
C. albicans 12 Oral 16 0.25 2 0.12
C. dubliniensis 1 Orina 16 1 0.5
C. dubliniensis 2 Oral 16 1 0.5
C. dubliniensis 3 Orina 16 1 0.06
C. dubliniensis 4 Expectoracion 0.5 2 0.25
C. dubliniensis 5 Oral 0.03 2 0.5
C. dubliniensis 6 Vulva 16 0.5 1 0.12
C. dubliniensis 7 Oral 16 0.03 0.5 0.12
C. dubliniensis 8 | Onicomicosis 2 0.12
C. dubliniensis 9 | Oral 8 0.5 0.12 0.5 0.25
C. dubliniensis 10 | Oral 16 0.5 0.06
C. dubliniensis 11 | Oral 16 0.5 0.06
C. dubliniensis 12 | Vulva 32 0.5 0.5 0.5

n Susceptible n SDD o Resistente
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Tabla 5. Resultados de las CMIs de las cepas de control frente a los cinco antifangicos.

: CMI pg/mL
ESPECIE CARACTERISTICAS
FLUCONAZOL ITRACONAZOL KETOCONAZOL AmB CASPOFUNGINA
Candida krusei ATCC 64 16 0.25 2 2
Candida parapsilosis ATCC 2 0.125 0.06 0.25 0.12
Candida albicans ATCC 0.25 0.125 0.06 0.25 0.12
Candida dubliniensis UNAM 4 0.5 05 0.5 0.25
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Tabla 6. Valores de las concentraciones minimas inhibitorias de las cepas de Candida
albicans y Candida dubliniensis al Fluconazol

g/mL (n=12) (n=12)

*No se registro al menos el 50 % de inhibicion de crecimiento levaduriforme a las
concentraciones del antifngico indicado.
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Tabla 7. Valores de las concentraciones minimas inhibitorias de las cepas de Candida
albicans y Candida dubliniensis al Itraconazol y Ketoconazol.

Concentracion ITRACONAZOL KETOCONAZOL

C. albicans| C. dubliniensis}| C. albicans | C. dubliniensis
n=12 n=12 n=12 n=12
.

(ng/mL)

S I I N

I I I I A
BT I N NN N

0.5pg/mL

8ug/mL

*No se registro al menos el 50 % de inhibicion de crecimiento levaduriforme a las
concentraciones del antifngico indicado.
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Tabla 8. Valores de las concentraciones minimas inhibitorias de las cepas de Candida
albicans y Candida dubliniensis a Anfotericina B y Caspofungina.

Concentracion ANFOTERICINA B CASPOFUNGINA
(ng/mL)
C. dubliniensis C. dubliniensis
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Come |
Come |
e [

e [ T
I
o [

* No se registré al menos el 70 % de inhibicion de crecimiento levaduriforme a las
concentraciones del antifangico indicado.

4 Total inhibicion, en base al CLSI se debe tomar la lectura de la concentracion mas
baja, a la cual inhiba el 80 % de crecimiento levaduriforme.
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Grafico 1. Susceptibilidad de C. albicans al
Fluconazol

SDD
Resistencia
25%
Susce ptibilidad
33%
Grafico 2. Susceptibilidad de C. dubliniensis
al Fluconazol
SDD Resistencia
67% 25%

Susceptibilidad
8%

Porcentaje de susceptibilidad de C. albicans y C.dubliniensis al Fluconazol.
*SDD sensible dependiente de la dosis.
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Grafico 3. (No. de aislados) Concentraciones minimas inhibitorias de
C. albicans al Fluconazol

Categorias (ug/mL):1 (0.2
6 (8); 10 (128)

No. de aislados.

Distribucion bimodal de la susceptibilidad de C. albicans (n = 12) al
Fluconazol.
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(No. de aislados) Concentraciones minimas inhibitorias de
C. dubliniensis al Fluconazol

Gréfico 4.

Categoria

Cl

g/mL):1(0.25); 2(0.5); 3(1); 4 (2); 5(4);

6 (8); 7(16); 8(32); 9(64); 10(128)

No. aislados

Distribucion unimodal de la susceptibilidad de C. dubliniensis (n = 12) al
Fluconazol.
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Grafico 5. Susceptibilidad de C.albicans

al Ketoconazol

Susceptibilidad
8%

Resistencia
33%

SDD
59%

Grafico 6. Susceptibilidad de C. dubliniensis
al Ketoconazol

Susceptibilidad
25%

SDD

Resistencia 25%

50%

Porcentaje de susceptibilidad de C. albicans y C.dubliniensis al Ketoconazol.
*SDD sensible dependiente de la dosis.
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No. de aislados

o (No. de aislados) Concentraciones minimas
Grafico 7. Inhibitorias de C. albicans
al Ketoconazol

Categoria

Distribucion unimodal de la susceptibilidad de C. albicans (n=12) al
Ketoconazol.
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Gréfico 8. (No. de aislados) Concentraciones minimas
inhibitorias de C. dubliniensis
al Ketoconazol

3}4 

2,54
o 2
=}
S
<
2
© 1,51
[<5]
o
o
Z

: C1
Categoria

10

Categorias (ug/mL): 1(0.03); 2(0.06); 3(0.12); 4(0.25); 5(0.5);
6(1); 7(2); 8(4); 9(8); 10(16)

Distribucion multimodal de la susceptibilidad de C. dubliniensis (n= 12) al
Ketoconazol.
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Grafico 9. Susceptibilidad de C. albicans
al Itraconazol

Resistencia Susceptibilidad
42% 41%

SDD
17%

Grafico 10. Susceptibilidad de C. dubliniensis
al Itraconazol

Susceptibilidad

SDD
0%

17%

Resistencia
83%

Porcentaje de susceptibilidad de C. albicans y C.dubliniensis al Itraconazol.
*SDD sensible dependiente de la dosis.
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Grafico 11. (No. de aislados) Concentraciones minimas
inhibitorias de C. albicans
al Itraconazol

2,5

No. de aislados

Categoria

C1

10

Categorias (ng/mL): 1(0.03); 2 (0.06); 3 (0.12); 4 (0.25); 5 (0.5);
6(1); 7(2); 8 (4); 9(8); 10(16)

Distribucion multimodal de la susceptibilidad de C. albicans (n=12) al
Itraconazol.
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Gréfico 12. (No. de aislados) Concentraciones minimas
inhibitorias de C. dubliniensis
al Itraconazol

| Py

No. de aislados

Categorias (ug/mL): 1(0.03); 2 (0.06); 3 (0.12); 4 (0.25); 5 (0.5);
6(1); 7(2); 8 (4); 9(8); 10(16)

Distribucion bimodal de la susceptibilidad de C. dubliniensis (n = 12) al
Itraconazol.
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Grafico 13.

Grafico 14.

Susceptibilidad de C. albicans
a la Anfotericina B

Susceptibilidad
100%

bliniensis
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Gréfico 15. (No. de aislados) Concentraciones minimas
inhibitorias de C. albicans
a la Anfotericina B

No. de aislados
H

Categoria 8 9

Categorias (ug/mL): 1(0.03); 2 (0.06); 3 (0.12); 4 (0.25); 5 (0.5);
6(1); 7(2); 8 (4); 9(8); 10(16)

Distribucion unimodal de la susceptibilidad de C. albicans (n =12) a la
Anfotericina B
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Gréfico 16.
(No. de aislados) Concentraciones minimas

inhibitorias de C. dubliniensis
a la Anfotericina B

) \
— ‘ 5
D \ 45
L — \ 4
P ‘ 35
S \ e
] 25
— \ -
r “ \ 15
3, -1
Categoria 5 5 7 — 05
8 . -0

9
10 Cl

No. de aislados

Categorias (ug/mL): 1(0.03); 2 (0.06); 3 (0.12); 4 (0.25); 5 (0.5);
6(1); 7(2); 8 (4); 9(8); 10(16)

Distribucion unimodal de la susceptibilidad de C. dubliniensis (n = 12) a la
Anfotericina B
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Gréfico 17.

a la Caspofungina

Susceptibilidad
100%

Grafico 18.

Susceptibilidad
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Gréfico 19 (No. de aislados) Concentraciones minimas
inhibitorias de C. albicans
a la Caspofungina

No. de aislados
®

Categoria

Categorias (ng/mL): 1(0.03); 2 (0.06); 3 (0.12); 4 (0.25); 5 (0.5);
6(1); 7(2); 8 (4); 9(8); 10(16)

Distribucion bimodal de la susceptibilidad de C. albicans (n=12) ala
Caspofungina
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Gréfico 20. (No. de aislados) Concentraciones minimas
inhibitorias de C. dubliniensis
a la Caspofungina

4w/‘

35+ |

s —

2,5- A

N\
A
.

.
2
.

Categoria

A

2,

[

No. de aislados

1,5+

1,

6
7
8

10 C1

- 3(0.12); 4 (0.25); 5 (0.5);

Distribucion bimodal de la susceptibilidad de C. dubliniensis (n = 12) a la
Caspofungina.
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6. DISCUSION

En este trabajo se determinaron los perfiles de susceptibilidad de aislados clinicos de
C.albicans y C. dubliniensis a cinco antifungicos, tres de ellos son compuestos azdlicos
(Fluconazol, Ketoconazol e Itraconazol); un macrolido poliénico (Anfotericina B) y una
equinocandina (Caspofungina). Los aislados clinicos provienen del Hospital General de
México.

La respuesta observada (CMI) de los 12 aislados de C. albicas a los cinco antifingicos
utilizados se muestran en los graficos 3, 7, 11, 15 y 19; Los intervalos de susceptibilidad
fueron: para el Fluconazol de 1- 128 ug/mL: Itraconazol 0.03 — 16 ug/mL: Ketoconazol
0.03 — 16 pug/mL: Anfotericina B de 0.5 — 2 ug/mL y para Caspofungina de 0.06 — 2ug/mL.
Estos resultados son similares a los presentados en trabajos previamente publicados ®*
54551 Con respecto a C.dubliniensis, la respuesta observada (CMI) de los 12 aislados a los
cinco antifangicos utilizados se muestra en los graficos 4, 8, 12, 16 y 20. Los intervalos de
susceptibilidad fueron: para Fluconazol de 8- 128 pg/mL: Itraconazol 0.5 — 16 ug/mL:
Ketoconazol 0.03 — 16 ug/mL: Anfotericina B de 0.5 — 2 pg/mL y Caspofungina 0.06 — 1
pug/mL.

Al comparar la respuesta de C. albicans y C. dubliniensis con respecto a cada uno de los
antifangicos  utilizados se puede observar que los intervalos de respuesta para
C. dubliniensis en la mayoria de las cepas fue mayor; es decir, los valorse de las CMI’s

fueron menores en C. albicans.

Los puntos de corte para considerar a un aislado susceptible o resistente para las especies
de Candida se basaron en los criterios de susceptibilidad presentados por Rex ™.
Asimismo, se determinaron las CMI’s de un namero de aislados clinicos intrahospitalarios,
los cuales se muestran en los diversos graficos, de los cuales se pueden obtener diversas
distribuciones que son muy utiles para definir los criterios microbiologicos de
sensibilidad y resistencia.

Cuando la respuesta de la poblacion fungica es unimodal (practicamente toda la poblacion

se comporta de la misma forma) se puede estar ante 2 situaciones diferentes, que la
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poblacion sea sensible o que sea resistente. Cuando se determina antes de que el
antifingico haya tenido contacto con dicha poblacién, se obtiene la sensibilidad
intrinseca de la misma. Por ejemplo la sensibilidad al Fluconazol de C. albicans
generalmente  se presenta una sensibilidad intrinseca; mientras que C. krusei
intrinsecamente es resistente. Si la poblacion es bimodal, es facil asumir que ambos
subgrupos son candidatos a una poblacién sensible y resistente microbiol6gicamente, al
hablar de una resistencia microbioldgica, es porque ya no esta dentro de los limites de la
poblacion habitual sensible para dicha cepa. Pero desde un punto de vista clinico, hay que
tener en cuenta que cepas consideradas resistentes microbiolégicamente, pueden
responder al tratamiento, ya que la concentracion del farmaco en el lugar de la infeccion
puede ser mucho méas elevada que la CMI del microorganismo. En consecuencia para
clasificar a un microorganismo como resistente clinicamente podriamos utilizar la
siguiente definicion propuesta por Kerridge y cols ©°: “Un hongo es resistente a un
antifangico cuando continda creciendo y produciendo sintomatologia a pesar de que la
concentracion del farmaco es maximaen el lugar de la infeccién”.

La distribucion de los valores de las CMI's de Fluconazol frente a C. albicans se
presentan en el grafico 3. Como se puede observar, la distribucion es bimodal con 2
picos. La moda de esta distribucion estd en 16 pug/mL, estando el 41.6 % de los aislados
entre 8 — 32 ug/mL. Por lo tanto, desde un punto de vista microbioldgico y atendiendo a
este gréfico, una cepa de C.albicans con una CMI de 64 ug/mL es microbiol6gicamente
resistente, puesto que ya no esta dentro de los limites (0.5 — 16 ug/mL) de la poblacién
habitualmente sensible de C. albicans, lo cual concuerda con las directrices emitidas por
el CLSI M para C. dubliniensis (grafico 4) la distribucién es unimodal con un pico. La
moda de esta distribucion se encuentra en 16 pg/mL, estando el 75 % de los aislados. A
pesar que, parte de esta poblacion se encuentra dentro de los limites de sensibilidad,
presento CMI elevada con respecto a C. albicans, de ahi la razon que C. dubliniensis

mostré ser mas sensible dependiente de la dosis.

La distribucion de los valores de las CMI’s de Itraconazol frente a C. albicans se
presentan en el gréafico 11. Como se puede observar la distribucion es multimodal; por lo
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que la moda se repite, estando en aislados sensibles y aislados resistentes. Lo cual nos
indica la presencia de aislados altamente sensibles; posiblemente, estos aislados no
habian tenido contacto con dicho antifingico (sensibilidad intrinseca), pero también
tenemos aislados resistentes, lo cual nos hace pensar en pacientes multitratados a tal
grado, que han generado una alta resistencia a este farmaco. Para C. dubliniensis
(gréfico 12) la distribucion es bimodalidad con 2 picos. La moda de esta distribucién es
de 2 pg/mL, estando el 66.6 % de los aislados entre 1 — 4 pg/mL. Por lo tanto C.

dubliniensis presenta alta resistencia al Itraconazol.

La distribucion de los valores de las CMIs de Ketoconazol frente a C.albicans se presenta
en el grafico 7. Como se puede observar la distribucion es unimodal con un solo pico. La
moda de esta distribucion estd en 0.25 pg/mL, estando el 58.3 % de los aislados entre
00.12 — 0.5 pg/mL. Por lo tanto, desde un punto de vista microbiologico y atendiendo a
este grafico; la poblacion de C. albicans presento sensibilidad al Ketoconazol, puesto que
esta dentro de los limites susceptibles de la poblacion referido por el Subcomité del CLSI.
Para C. dubliniensis la distribucion es multimodal, la cual presenta aislados altamente
sensibles (0.03 ug/mL), pero también altamente resistentes (16 pg/mL). Por lo tanto
estamos ante dos situaciones; una, algunos aislados no habian tenido contacto con dicho
farmaco; y la otra tenemos aislados de pacientes que han sido multitratados, lo cual

conlleva a la resistencia.

La distribucion de los valores de las CMIs de Anfotericina B frente a C. albicans se
presenta en el grafico 15. Como se puede observar la distribucién es unimodal con un
solo pico, La moda de esta distribucion esta en 1 ug/mL, estando el 100 % de los aislados
entre 0.5 — 2 pg/mL. Para C. dubliniensis (grafico 16) la distribucion es unimodal con un
solo pico. La moda de esta distribucion estd en 0.5 pg/mL, apareciendo el 100 % de los
aislados entre 0.5 - 2 ug/mL. Por lo tanto, desde un punto de vista microbioldgico y
atendiendo a ambos graficos (15 y 16), la poblacién de C. albicans y C. dubliniensis
presentaron sensibilidad a la Anfotericina B; sin embargo, C. dubliniensis presentd CMI

mas elevadas.
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La distribucion de los valores de las CMI’s de Caspofungina frente a C. albicans se
presentan en el grafico 19. Como se puede observar la distribucion es bimodal por 2
picos. La moda de esta distribucion estd en 0.12 pg/mL estando el 90.6 % de los aislados
entre 0.06 — 0.25 pg/mL. Para C. dubliniesis (grafico 20) la distribucion tiende a la
bimodalidad con 2 picos. La moda de esta distribucion esta en 0.5 pg/mL, estando el
58.3 % de los aislados entre 0.25 — 1 pug/mL. La respuesta de ambas especies presentaron
sensibilidad a la Caspofungina; sin embargo C. dubliniensis presento una CMI mas elevada
con respecto a C. albicans.

Con respecto al porcentaje de susceptibilidad al Fluconazol, se observo la misma
resistencia en ambas  especies (25%). Sin embargo, es importante sefialar que
C. dubliniensis presentd diferencia significativa en la distribucion de cepas susceptibles
dependiente de la dosis (SDD) ya que C. albicas presentd un menor porcentaje de
susceptibilidad dependiente de la dosis (67 y 42 % respectivamente) (Grafico 1 y 2). La
susceptibilidad dependiente de la dosis, estudiada en especies de Candida, considera una

respuesta favorable al aumentar la dosis terapéutica del farmaco.

Para el Itraconazol, se observo resistencia en 5 aislados de C. albicans (1 de 4 ug/mL y 4
de 16 pg/mL) y 10 de C. dubliniensis (1 de 1 pg/mL: 6 de 2 ug/mL: 1 de 4 pg/mL y 2 de 16
pug/mL) (Gréfico 9 y 10), representando un 41 % mas de resistencia con respecto a
C. albicans, es importante mencionar que ningun aislado de C. dubliniensis fue
susceptible al Itraconazol; es decir concentraciones < 0.12 ug/mL, encontrdndose ademas
aislados susceptibles dependientes de la dosis (SDD); ello significa que la respuesta clinica,
cuando se conserva la misma dosis del farmaco, hace que la enfermedad evolucione como
si fuera causada por una especie resistente, por lo tanto, al incrementar la dosis la
posibilidad de erradicar con éxito la infeccion es muy alta.

Los resultados obtenidos en este estudio para el Fluconazol y el Itraconazol en
C. dubliniensis son acordes con los datos encontrados en la literatura especializada y
posiblemente se explique por la presencia de genes de resistencia, facilmente activados

para los azoles en esta especie 7 859
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Para el Ketoconazol, se presento resistencia en 4 aislados de C. albicans (2 pg/mL, 4
pg/mL, 8 pg/mLy 16 pg/mL) y 7 de C. dubliniensis (2 de 1 ug/mL: 2 de 2 ug/mL y 3 de
16 ug/mL) (Grafico 5 y 6). Representando un 17 % mas de resistencia de C. dubliniensis
con respecto a C. albicans. Posiblemente, esta resistencia puede explicarse de acuerdo a lo
expuesto por algunos investigadores quienes consideran que la resistencia se presenta con
mayor probabilidad en pacientes multitratados, ocasionando resistencia cruzada a los
compuestos azélicos por esta especie ; o a deficiencias en la absorcién de Ketoconazol,
por lo que la dosis sérica es mucho menor a la ingerida, especificamente por la elevacion
del pH gastrointestinal 2, estos autores recomiendan la ingesta del farmaco con una
bebida acida como la Coca- Cola.

Para los 24 aislados estudiados de ambas especies mostraron un 100% de sensibilidad a
Anfotericina B y Caspofungina (Graficos 13, 14, 17 y 18) con una CMlgy < 2 ug/mL. No
se encontraron aislados en niveles de resistencia (CMlgy > 4 pg/mL). Estos resultados son
similares a los presentados en trabajos previamente publicados ©°'.

La mayoria de nuestros aislados clinicos provienen de la cavidad oral, cabe mencionar
que C. albicans es la especie mas frecuente implicada en los casos de candidosis oral
sobre todo en pacientes inmunocomprometidos y pacientes inmunocompetentes.

Sin embargo, la incidencia  de infecciones causadas por otras especies de Candida
incluyendo C. dubliniensis , C. krusei y C. grabrata ; ademas, han aumentado de la
aparicién de aislados clinicos resistentes al Fluconazol e Itraconazol.

La literatura marca que C. dubliniensis ha sido aislado, tanto en pacientes sanos como
pacientes infectados con VIH/SIDA, alrededor del mundo. Esto sugiere que la cavidad
oral es el lugar ideal para C. dubliniensis, lo cual no quiere decir gue no se encuentre en
otros sitios anatomicos. La existencia de casos de individuos sanos con C. dubliniensis,
aun cuando no es tan frecuente, sugiere que el sistema inmunoldgico y la microbiota
habitual, evitan el excesivo crecimiento de C. dubliniensis. Las densidades de poblacion
de especies individuales de Candida deben ser dinamicas y cambiar con mucha
frecuencia, dependiendo de las condiciones del microambiente, el cual esta afectado por
la dieta, los tratamientos con farmacos y el estado de inmunocompetencia de un
individuo. Esto es facil observarlo en pacientes con candidosis recurrentes; es aqui en

particular donde C. albicans puede ser reemplazado por otra especie menos patdgena
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como C. dubliniensis. Esta situacion puede explicarse de manera hipotética si suponemos
que esta especie menos patdgena puede subsistir y persistir en la cavidad oral después del
tratamiento con farmacos antifungicos, lo cual no puede hacer C. albicans y lo cual
explicaria el posible cambio epidemioldgico que esta ocurriendo en los casos de
candidosis orales. Esto es cierto en los casos de C. grabratay C. krusei, las cuales en
comparacion con C. albicans, son generalmente menos susceptibles al Fluconazol, el
antimicotico mas usado comunmente en el tratamiento de las candidosis orales. En el
caso especifico de C. dubliniensis, los aislados recuperados de individuos sanos son,
en su gran mayoria, susceptibles a los antifungicos mas comunes a excepcion de
Itraconazol, sin embargo, los casos, de aislados de C. dubliniensis con muy poca
susceptibilidad , provienen de casos de pacientes con VIH/SIDA vy que han tenido
tratamientos previos y prolongados con Fluconazol provocando un resistencia cruzada a

los compuestos azélicos .
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7. CONCLUSION

La importancia del presente estudio radica en conocer el comportamiento de poblaciones
microbioldgicas del entorno hospitalario especifico de este hospital. Este hecho permite

elegir tratamientos especificos en funcion de la especie aislada y del farmaco a aplicar.

De acuerdo a los resultados obtenidos la respuesta esperada para las Candidosis cuyo
agente etioldgico es C. dubliniensis sera en el 90 % de los casos exitosa cuando se aplique
Anfotericina B o Caspofungina ya que la resistencia a los azoles fue marcada para estas

cepas. Ademas en los azoles incrementar la dosis y tiempos.

Finalmente, en este trabajo se muestra la importancia de efectuar estas determinaciones
para contar con mas recursos que permitan elegir la terapia mas adecuada en beneficio de

los pacientes.
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