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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

e ARMmM Acido ribonucleico mensajero.

e CISIDA: Centro de informacion de SIDA.

e CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.
e CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

e CM50 Concentracion Minima Inhibitoria capaz de inhibir el 50 % de las cepas.

e CMg Concentracion Minima Inhibitoria capaz de inhibir el 90 % de las cepas.

e DMSO: Dimetilsulfoxido.

e |PK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourl”.

e |ISHAM: International Society of Human and Animal Mycoses.
e LCR: Liquido Cefalorraquideo.

e mg miligramo

¢ MG Media geométrica.

e mL mililitros.

e MOPS: Acido Morfolinopropanosulfonico.

e NCCLS: National Comittee for Clinical Laboratory Standars.
e SDD Susceptibilidad dependiente de la dosis.

e SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

e TARGA: Terapia Antirretroviral de Gran Actividad.

e Th1: Patron 1 de citoquinas de células T cooperadoras.

e Th2: Patron 2 de citoquinas de células T cooperadoras.

e U Unidad.

e UFC: Unidades Formadoras de Colonia.

e VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

e Ug microgramos

e UL microlitros

e °C Grados centigrados.



SINTESIS

Se realiz0 un ensayo clinico terapéutico para cuatro antifungicos, dos tdpicos
(clotrimazol y nistatina) y dos sistémicos (ketoconazol e itraconazol), en 97
pacientes VIH+/SIDA, con candidiasis orofaringea, que acudieron espontaneamente
al servicio de CISIDA del estado de Puebla, México.Los grupos, por tipo de
tratamiento, fueron homogéneos en edad, sexo, y niumero de episodios previos. La
mayoria de los pacientes presento la forma clinica pseudomembranosa (93.8%),
con episodios asintbmaticos y predominio de las lesiones localizadas.La especie
Candida albicans fue el agente etiologico del 92.1% de los episodios de candidiasis
oral,con solo un 7.9% de especies de Candida no albicans. Los tratamientos fueron
exitosos desde el punto de vista clinico, con remision total de los sintomas y signos
0 mejoria notable o moderada en el 91.8% de los pacientes no apreciandose
diferencias estadisticamente significativas entre los antifingicos utilizados (P>0.05).
El resultado micolégico denoté que la mayoria tuvo cultivos negativos al final del
tratamiento sin diferencias significativas entre los cuatro grupos (P>0.05).Los
estudios de susceptibilidad in vitro del total de los aislamientos evaluados, segun las
normas del CLSI, demostraron bajos porcentajes de cepas resistentes al itraconazol
(3.1%) y al ketoconazol (4%), no detectaron cepas resistentes a nistatina y
mostraron valores bajos del rango, la media geométrica, CMlso y CMlgg para la CMI
del clotrimazol. Este es el primer estudio de su tipo en el estado de Puebla, México y
uno de los pocos desarrollados en ese pais que permite recomendar, sobre bases

cientificas, una mayor utilizacién de los tratamientos topicos en ese estado.



CAPITULO |I: INTRODUCCION



[. INTRODUCCION.

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es en la actualidad la
principal enfermedad predisponerte para el desarrollo de micosis, fundamentalmente
las producidas por hongos levaduriformes. La piel es el 6rgano que con mas
frecuencia se afecta en las infecciones por VIH, entre el 70 y el 90% de los casos
tienen manifestaciones muco cutdneas, segun la mayor parte de las revisiones

(Dilata Corell y Navarro Mira, 2000; Almagro Sanchez et al., 2003).

Las lesiones orales que se asocian a esta enfermedad son importantes, puesto que
afectan la calidad de vida del paciente y son marcadores utiles de la progresion y de
la inmunosupresién de la enfermedad. Las mismas estan bien documentadas en los
paises desarrollados, pero hay pocos informes sobre las lesiones orales en los
paises en vias de desarrollo (Ranganathan y Hemlatha, 2006).

La epidemiologia del VIH relacionada con la enfermedad oral en las naciones
desarrolladas se reporta después de las manifestaciones iniciales descritas en 1982.
Los estudios de Estados Unidos y de Europa divulgan una frecuencia disminuida en
las manifestaciones orales relacionadas con el VIH de 10- 50% después de la
introduccién de la Terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA), aunque no

parece muy significativa en la candidiasis oral (Hodgson y Greespan, 2006).

La TARGA revoluciona el tratamiento y el prondéstico de la enfermedad VIH/SIDA, en
la que la supresion de la replicacion viral y la reconstitucion inmune son las metas
prioritarias .Se sefala que el predominio de algunas manifestaciones orales,
facilmente perceptibles de VIH/SIDA, disminuyen con la terapia, pero también se
sugiere que pueden ser marcadores clinicos utiles de la eficacia de la TARGA y el
estado inmunoldgico. Esto puede ser particularmente Util si su recidiva presagia o
acompafa la falta de terapia, asi como por ser de un valor potencial en la clinica,
especialmente si las determinaciones de cargas virales y los conteos de las células
T CD4" no estan facilmente disponibles como sucede en muchos paises en vias de
desarrollo (Flint et al., 2006).

Aunque son significativos los avances en la mejora de la calidad de vida de los
pacientes seropositivos al VIH y casos SIDA, aun persisten desafios importantes,
pues esta infeccion sigue incrementando su incidencia en la poblacién global. Por

ello los profesionales de la salud vinculados a la clinica deben estar capacitados en
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las enfermedades orales asociadas al VIH/SIDA para proporcionar las medidas
preventivas oportunas y aplicar la terapéutica indicada. También, en los individuos
cuyo estatus de infeccion por el VIH es desconocido las lesiones orales pueden
sugerir una infeccién por este virus y en aquellos que no tienen acceso a la TARGA,
la presencia de estas lesiones puede sefalar la progresion de la enfermedad
(Resnik, 2006; Harwell y Obaro, 2006).

En diversos estudios realizados se sefiala que las lesiones orales frecuentemente no
se asocian con las caracteristicas sociodemograficas (pobreza, urbanizacion,
habitos alimentarios) excepto con el tabaquismo y que su presencia en nifios, con o
sin tratamiento antirretroviral, requiere de investigaciones especiales pues su
comportamiento es totalmente diferente al del adulto (Yang et al., 2006; Hamza,
2006).

Entre las enfermedades de origen fangico en los pacientes inmunodeprimidos, las
producidas por Candida spp. son las mas frecuentes y de temprana instauracion. La
infeccion orofaringea persistente o recurrente por Candida esta considerada como
parte del cuadro prodromico precoz de la inmunodeficiencia por VIH (Dilata Corell y
Navarro Mira, 2006; Maeve et al., 2005).

La candidiasis o candidosis es entonces, la infeccion micética mas frecuente y la
afeccion oral es su forma clinica de presentacion habitual. Clasicamente asociada a
la infancia y a la ancianidad, esta afeccion pasé a ser una enfermedad vinculada al
VIH/SIDA desde el primer caso publicado. Se considera que hasta un 90% de de los
individuos infectados por VIH sufriran al menos un episodio de candidiasis

orofaringea (Aguirre Urizar, 2002; Samaranayake, 2002).

La especie mas frecuente como agente etioldgico de los episodios de candidiasis
oral es Candida albicans, aunque se han descrito otras especies como son: Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilopsis, y mas recientemente Candida
dubliniensis (Samaranayake, 2002; Kleber et al., 2006).

Al igual que en otros pacientes inmunodeprimidos, su implicacion patologica esta
vinculada al deterioro de la inmunidad celular. Esto la convierte en un agente
omnipresente en los pacientes con infeccion por VIH y recuentos bajos de linfocitos
T CD4%, lo que obliga al uso repetido de ciclos terapéuticos o a veces a la
instauracién de quimioprofilaxis prolongadas o indefinidas. Estas dos circunstancias

propiciaron la aparicion del fenébmeno de la resistencia a algunos antifangicos, que
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en estos momentos supone el gran reto de esta infeccion oportunista
(Samaranayake, 2002; Kleber et al., 2006).

El tratamiento de esta patologia dependera de las localizaciones de las lesiones, de
su extension, cronicidad y recidivas, y del estado de inmunosupresion del individuo.
Los episodios iniciales responden habitualmente a los tratamientos topicos, sin
embargo, a mayor grado de inmunosupresion la candidiasis suele ser refractaria a
esta terapia, por lo que es necesario recurrir a tratamiento sistémico con derivados
azolicos; ni la dosis ni la duracion del tratamiento estan definitivamente establecidos
ya que se emplean pautas variadas con resultados muy similares (Torres Lozada et
al., 2005; Lopez et al., 2002).

Por otra parte, el estado inmunolégico del paciente es determinante para el éxito del
tratamiento. Se han publicado resultados muy interesantes con el uso de estos
medicamentos, reportandose evoluciones favorables, aunque no siempre se alcanza
la cura micoldgica, por lo que las recaidas son también frecuentes (Sanglard y
Odds, 2002; Kishore, 2006).

Estudios comparativos demostraron que la estructura y las propiedades
farmacoldgicas de los azoles son similares y que su absorcién depende de la acidez
gastrica, frecuentemente alterada en los pacientes con SIDA, y que en las
infecciones muy avanzadas el tratamiento oral es clinicamente ineficaz,
probablemente como resultado del uso de otros medicamentos que reducen la
absorcion o modifican su metabolismo (Patel et al., 2006; Pappas et al., 2004).

Estos sucesos fortalecen las investigaciones en la terapia antifingica, desarrollando
nuevos y mas potentes azoles, tales como voriconazol y posaconazol, sin embargo,
a pesar de estos avances la resistencia farmacoldgica es la principal falla terapéutica
entre los pacientes tratados por candidiasis. La resistencia a los antifungicos
azodlicos en la mayoria de los casos primaria, secundaria 0 cruzada parece
relacionarse con una menor acumulacion intracelular de los azoles, que puede
deberse a una entrada reducida o0 a un aumento de la eliminacién de estas
moléculas, fendmeno relacionado con un incremento de los niveles de ARNm de un
gen transportador, asi como a los cambios en los esteroles vy fosfolipidos de la

membrana del agente causal (Vander, 1997; Lawrence et al., 2006).
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Por otra parte, para un numero significativo de pacientes el resultado clinico va a
depender de sus defensas, asi como de la virulencia del patégeno fangico y de la
eficacia de la droga indicada. La decision de instaurar profilaxis contra un patégeno
concreto no debe basarse solamente en la eficacia de los medicamentos
disponibles, sino que debe también tomar en consideracion la seguridad, el costo,
los efectos secundarios, la prevalencia y la resistencia de los mismos (Sanglard y
Odds, 2002; Meletiadis, 2006).

Los estudios de sensibilidad in vitro a los antifungicos ofrecen la posibilidad de tener
datos relativamente fiables a la hora de seleccionar el farmaco mas adecuado para
el tratamiento de las infecciones flngicas. La resistencia a los antifUngicos puede ser
clinica o in vitro, siendo la primera consecuencia fundamental del bajo nivel del
farmaco en el tejido, debida a una interaccion entre los farmacos o al severo grado

de inmunodepresion del paciente (Silva et al., 2002).

Tomando en consideracion, los innumerables problemas de correlacién de los
estudios de susceptibilidad antifungica para levaduras en evaluaciones
multicéntricas, el actual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) publicé en
el 2002 el documento M27-A2 que describe el método estandar de macro y
microdiluciéon para determinar la concertacion minima inhibitoria (CMI) y que es el
procedimiento mas aceptado internacionalmente para los estudios de susceptibilidad

in vitro para levaduras (Alexander et al., 2007).

La aparicion de la epidemia del VIH se caracteriza por muchas transiciones. En
México se empiezan a notificar los primeros casos de SIDA en 1983, ocupando el
décimo tercer lugar a nivel mundial en relacion con los casos notificados y el tercero
en el continente americano. Desde 1995 a 2006 se han notificado 37,030 personas
infectadas por VIH mientras que entre 1983

- 2006 se han reportado 105,170 casos de SIDA, de los cuales 85,078 (81.7%)
corresponde a hombres adultos, 16,532 (15.9%) a mujeres adultas, 2,553 (2.4%) a
menores de 15 aflos de ambos sexos y 1,016 (1.0%) con edad desconocida. De
estos casos, 31,897(34.2%) se notifican vivos, 61,291(65.8%) muertos y
11,982(11.4%) se desconoce su evolucion. Las cinco primeras entidades federativas
con mayor numero de casos son: Distrito Federal, Estado de México, Veracruz,
Jalisco y Puebla (Consejo Nacional para la Prevencién y Control del VIH/SIDA,
2006).
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En México se ha estudiado poco las percepciones que los trabajadores de la salud
tienen de los grupos histéricamente estigmatizados y relacionados con la
transmision del VIH. En los estudios de Infante y colaboradores, se encontré que los
ejes estructurales del estigma se reproducen hacia grupos vulnerables a la infeccion
del VIH/SIDA, por conceptos estructurales sociales, religiosos, econémicos, politicos
y morales y no en el plano individual en donde pueden disefiarse e instrumentarse

actitudes que limiten el dafio ocasionado por el estigma (Infante et al., 2006).

Tomando en cuenta todos estos antecedentes, se decidid realizar un estudio
prospectivo en Puebla, México teniendo como objetivo conocer los aspectos clinicos,
y las especies mas frecuentes involucradas en la etiologia de la candidiasis oral en
pacientes VIH/SIDA asi como conocer la respuesta a tratamientos tépicos y
sistémicos, mediante la confirmacion microbiolégica correlacionada con las pruebas
de sensibilidad in vitro, para contribuir al diagnostico precoz y certero de la infeccion,
estudiar la correlacibn de los factores facilitadores en el desarrollo de las
manifestaciones clinicas, y evaluar la respuesta terapéutica al emplear los

farmacos antifungicos especificos (Hariri y Mckenna, 2007; Bassetti et al., 2006).

Situacion Problémica:

Con el objetivo de conocer las caracteristicas clinicas y microbiolégicas asociadas a
los episodios de candidiasis oral en los pacientes seropositivos al VIH y casos SIDA
en el estado de Puebla, México se realizd, en coordinacion con la secretaria de
Salud en el Servicio de CISIDA(Centro de Informacién de SIDA), un estudio

retrospectivo de revision de historias clinicas en el afio 2003.

Tras la revision de 244 historias clinicas se pudo arribar a las siguientes

conclusiones:

¥ La frecuencia de cuadros clinicos sospechosos de ser episodios de candidiasis
oral, a los que se indico tratamiento especifico, fue similar a la descrita en otras

regiones (mas del 85 %).
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¥ Mas del 70 % de los tratamientos indicados, aun en pacientes con su primer
episodio de candidiasis oral, fueron de tipo sistémico (ketoconazol, itraconazol y

fluconazol) y la Unica droga utilizada en los tratamientos tépicos fue la nistatina.

¥ No se encontraban descritos los sintomas, los signos ni la forma clinica de

presentacion.

¥ No se realizaban estudios micoldgicos por lo que se desconocen las especies de
Candidas involucradas en la etiologia y por consiguiente, no hay datos de su

susceptibilidad a los antifungicos.

Ante esa realidad, en coordinacion con el Servicio de CISIDA y con la aprobacion de
la Secretaria de Salud, se propuso desarrollar un estudio prospectivo, que pudiera
brindar informacioén sobre esas interrogantes y para el cual se formuld la siguiente

hipotesis



1.1 HIPOTESIS

Si las caracteristicas clinicas de la candidiasis oral en los pacientes VIH/SIDA, las

especies de Candida involucradas en su etiologia y sus patrones de resistencia a los

antifangicos en el Estado de Puebla, México son similares a los reportados

internacionalmente, entonces los medicamentos topicos pudieran brindar una

alternativa inicial de tratamiento que disminuya el uso excesivo de los sistémicos

alcanzando buenos resultados terapéuticos.

.2 OBJETIVOS

Objetivo general:

Contribuir al conocimiento y mejor tratamiento de la candidiasis oral en los

pacientes que viven con VIH /SIDA en el estado de Puebla México.

Objetivos especificos:

. Diagnosticar los sintomas, signos y las formas clinicas de presentacion de la

candidiasis oral en los pacientes VIH/SIDA que acuden al servicio de CISIDA

Puebla, México.

.ldentificar las especies de levaduras involucradas como agentes etiolégicos

de la candidiasis oral en estos pacientes.

.Evaluar la respuesta al tratamiento impuesto y comparar los resultados entre

los diferentes esquemas de antifangicos utilizados.

.Determinar las concentraciones minimas inhibitorias de nistatina, clotrimazol,

ketoconazol e itraconazol mediante la metodologia del CLSI a las cepas de

Candida aisladas.

.Relacionar la respuesta al tratamiento con la susceptibilidad “in vitro” a los

medicamentos utilizados.



.3 NOVEDAD CIENTIFICA.

Esta investigacion, constituye el primer trabajo sobre candidiasis oral en pacientes
seropositivos al VIH y casos SIDA que se desarrolla en el Estado de Puebla, México
y uno de los pocos realizados en el pais. Brinda la primera informacion disponible a
escala institucional (CISIDA Puebla) sobre las especies de candida involucradas en
la etiologia de la candidiasis oral asi como de sus patrones de susceptibilidad in vitro
frente a cuatro antifingicos. Pero sobre todo, demuestra sobre bases cientificas, la
factibilidad y eficacia para un mejor uso de los tratamientos tépicos, con los

consiguientes beneficios que ellos representan.

.4 VALOR TEORICO.

El valor tedrico del presente trabajo radica, en los aportes que brinda al
conocimiento de la candidiasis oral asociada al VIH/SIDA en el Estado de Puebla,
los cuales trascienden a nivel nacional. Los resultados de esta tesis se han
presentado en eventos cientificos nacionales e internacionales,se han publicado en

revistas cientificas y han sido objeto de dos tesis.
Eventos cientificos:

e Il Reunién Nacional de Micologia Meédica, Sociedad Mexicana de
Micologia México D.F 10-12 Octubre (2004).

e |l Reunién Nacional de Micologia Médica, Sociedad Mexicana de
Micologia México Guerrero, 13-15 Octubre (2005)

e XVI Congreso Ibero-Latinoamericano de dermatologia CILAD
Cartagena, Colombia. 16-20 Noviembre (2005) .

Publicaciones.

e Dos publicaciones Revista Cubana Medicina Tropical 2006, 2008
(aceptada).

Tesis de diploma

e Susceptibilidad a intraconazol y ketoconazol de asilamientos orales de
Candida en pacientes con SIDA

e Susceptibilidad in vitro a nistatina de aislamientos bucales de Candida
en pacientes seropositivos al VIH y enfermos con SIDA.



1.5 VALOR PRACTICO.

Se trata de una investigacion eminentemente clinica (un ensayo terapéutico) con
aspectos microbiolégicos que permite conocer, de manera integral la problematica
objeto de estudio. Por lo anterior, la aplicacion en la practica de sus resultados
pudiera favorecer el manejo terapéutico de los enfermos VIH/SIDA, con candidiasis
oral en nuestro estado.Contribuyendo asi , de manera directa a disminuir el costo,
los efectos adversos, las interacciones medicamentosas y el riesgo de desarrollo
de cepas de Candida resistentes a los antifungicos .A la vez favorece reservar los
tratamientos sistémicos para los casos que mas lo nececesiten y permite estructurar

una adecuada politica del uso de los antifungicos.



CAPITULO Il
REVISION BIBLIOGRAFICA
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[I-REVISION BIBLIOGRAFICA.
I1.1 Candidiasis
11.1.1 Definicidén

La candidosis, también llamada candidiasis, es la micosis oportunista mas frecuente
de los seres humanos siendo un padecimiento cosmopolita de alta morbilidad.
Puede presentarse de forma primaria o secundaria, localizada o sistémica y de
evolucién aguda, subaguda o crénica. Producida por especies del género Candida,
principalmente Candida albicans, debido a que esta levadura forma parte de la
microbiota normal de la cavidad bucal, tracto gastrointestinal y la vagina, es
considerada una especie endogena y la enfermedad que ocasiona infeccion
oportunista (Arenas, 2005; Arenas et al., 2006).

[1.1.2 Sinonimia

Esta enfermedad se denomina también como moniliasis, muguet, algodoncillo,
dermatocandidiosis, blastomicosis, términos que han quedado en desuso, siendo
candidiasis o candidiasis los aceptados actualmente por la ISHAM (del inglés,

International Society of Human and Animal Mycology) (Odds et al., 1992).
[1.1.3 Epidemiologia

Es de distribucién cosmopolita y la mas frecuente de las micosis oportunistas
constituyendo un 25% de las micosis superficiales; en 35% afecta las uiias, en 30%
la piel y en 20% las mucosas. Afecta cualquier raza, sexo o edad, siendo mas
frecuente en la 32 y 42 décadas y en los extremos de la vida. Representa en

promedio 2-3% de la consulta dermatoldgica (Arenas, 2005).

Existen factores de riesgo que condicionan la presencia de candidiasis como:
prematurez, anticonceptivos, neoplasias, uso prolongado de antibidticos de amplio
espectro, de corticoides y otros farmacos inmunosupresores, pacientes en unidades
de cuidados intensivos, diabetes mellitus, prétesis dentales, nutricion parenteral y
catéteres, historia de diarreas, obesidad, humedad y maceracion y en SIDA se
presenta entre 80 a 90% de los enfermos (Arenas et al., 2006; Coogan et al.,
2006).

En animales domésticos y salvajes se presenta una infeccion natural digestiva,

respiratoria, cutinea o mamaria. En los animales puede ser parte de la microbiota
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normal del tubo digestivo como en los cerdos y cabras. En las aves puede formar
parte de la biota digestiva y la enfermedad dependera de la inmunocompetencia

afectada por factores ambientales como el estrés y el cautiverio (Arenas, 2003).
11.1.4 Etiologia

El género Candida comprende mas de 150 especies, cuya principal caracteristica es
la ausencia de forma sexual, con excepcion de algunas especies. Son clasificadas
como levaduras, las cuales corresponden a hongos con un modo de desarrollo
predominantemente unicelular y reproduccion asexual por gemacion (Diekema,
2002).

Candida albicans es la mas patdégena y la mas frecuente (70-90%), otras se aislan
en menor proporcion como: C.tropicalis, C. kefyr, C. krusei, C. guillermondii, C.
zeylanoides, y C. brumptii (Sanchez, 2005).

[1.1.5 Taxonomia

Los agentes causales son levaduras anascosporadas, cuyo estado anamorfo
pertenece a la divisibn Deuteromycota y su estado teleomorfo puede ser
Ascomycotina.. Candida es una levadura con capacidad para producir flamentos por

lo que en sentido amplio es un hongo dimérfico (Arenas, 2003).

Los microorganismos involucrados como agentes etiolégicos de la candidiasis, se

encuentran clasificados taxonomicamente de la siguiente forma:
Reino: Hongo

Division: Deuteromycota

Clase: Blastomycetes

Orden: Moniliales

Familia: Cryptococcaceae

Geénero: Candida

Especies: albicans (como la mas frecuente y virulenta) y otras especies (Torres
Lozada et al., 2005; Arenas, 2003).

Los cambios recientes en la nomenclatura de estas levaduras se basan en los
estudios de biologia molecular y el andlisis de isoenzimas (Papas et al., 2003;
Almirante, 2005).
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[1.1.6 Estudio micoldgico

En las candidiasis el examen directo se realiza a partir de exudado, esputo, raspado
de ufias o centrifugado de orina. Se efectia con Hidréxido de Potasio, solucion de
Lugol o fisiolégica. También puede realizarse frotis y tefiirse con Gram, azul de
metileno, PAS, Giemsa o0 Wright. Se observan abundantes blastosporas
redondeadas u ovales de 2 a 4 um de diametro, pseudohifas o hifas verdaderas
(Arenas, 2003).

El cultivo de las especies de candida se logra a la temperatura ambiente con los
medios habituales utilizados en los laboratorios de micologia como el agar
glucosado de Sabouraud, el agar Sabouraud con cloranfenicol y cicloheximina
(Actidione), o en agar extracto de malta. El cultivo debe hacerse a la brevedad
posible, luego de obtenerse los especimenes para evitar contaminaciones
agregadas. Las colonias suelen aparecer en un lapso de 48-72h después de la
siembra cuando son incubadas a 28 6 37°C en condiciones de aerobiosis pero
cuando se trata de subcultivos suelen crecer mas rapidamente (24-36h) (Arenas,
2003; Williams y Lewis, 2000).

Otros medios de cultivo en los que puede crecer C. albicans son: agar Pagano-
Levin, donde las colonias se observan de color crema, Albicans ID (Biomerieux), con
colonias de color azul y CHROMagar® Candida (CHROMagar), donde predomina el
color verde (Horvath et al., 2003; Eraso et al., 2006).

En contraste con otras especies, C. albicans tiene una marcada tendencia a formar
esporas grandes de pared gruesa, denominadas clamidosporas, sobretodo cuando
se cultivan en un medio especial como agar harina de maiz con Tween 80; estas
estructuras tienen un diametro de 7 a 8um y generalmente se originan en el extremo
del pseudomicelio y son una importante caracteristica morfolégica en la
identificacion rapida. Asimismo, tiene la capacidad de producir tubos germinativos
(filamentacién rgpida en suero) cuando las colonias son inoculadas en 0,5 mL de
suero de caballo, e incubadas a 37°C observandose los resultados después de 2 a
3 h. (Arenas et al., 2006; Shepherd, 2002).

Para la diferenciacion de las diversas especies, dado su parecido macroscoépico y

micro morfolégico se realizan diversos métodos colorimétricos asi como pruebas
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especificas fisiologicas y bioquimicas, llegando hasta las técnicas de genética
molecular (Bliss et al., 2003; Becker et al., 2007).

[1.1.7 Patogenia

Candida se convierte en patégena en condiciones propicias por oportunismo, es una
levadura que necesita un huésped con alteraciones inmunitarias para ir mas alla de

la colonizacion de los epitelios.

La patogénesis de la candidiasis oral es compleja e implica a diferentes factores y
mecanismos de los hongos y del hospedero. La posibilidad de que Candida colonice
las superficies orales depende tanto de la efectividad de los mecanismos de defensa
del hospedero, fendmeno secuencial en pacientes VIH/SIDA, como de la capacidad
de adhesién del hongo y de su poder de crecimiento. Aunque, la invasién inicial
depende de los mecanismos inmunoldgicos del hospedero, esta levadura posee
caracteristicas intrinsecas que facilitan su habilidad de causar enfermedad (Torres
Lozada et al., 2005; Martin, 2005).

El reconocimiento de receptores celulares en el hospedero por C. albicans es
esencial para su supervivencia. La evolucién de este microorganismo de comensal a
patogeno es el resultado de su habilidad para colonizar células epiteliales en la
mucosa y seleccionar adicionalmente otros atributos que promuevan su invasion.
(Calderone, 2000; Bougnoux, 2006).

Un mayor entendimiento de la patogénesis de Candida, se ha logrado a través de la
busqueda y definicibn de genes individuales que codifican determinantes de
virulencia, asi como también de la deteccion de patrones de expresion genética
dentro de las células infectadas. Los factores virulentos que Candida expresa
incluyen el cambio fenotipico, las adhesinas, el dimorfismo, el cambio de las colonias
y la secrecion de enzimas hidroliticas como la aspartil proteinasa y las fosfolipasas
(Torres Lozada et al., 2005; Taylor, 2005).

La saliva constituye un elemento antifungico de primer orden ya que tiene una labor
de barrido mecénico que dificulta la adhesion del hongo, y un poder antifungico
merced a sus componentes proteicos: lisozimas, lactoferrina, lactoperoxidasas y
glucoproteinas. Los anticuerpos anti-Candida presentes en la saliva son del tipo IgA

secretor y actian inhibiendo la adherencia de esta levadura de la mucosa oral.

Existe una posible influencia de pH salival sobre el desarrollo de candidiasis oral en
pacientes VIH positivos. Dicho desarrollo se asocia a valores acidos en la saliva,
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aumentando la adherencia en las superficies epiteliales in Vitro y la presencia de
bacterias pueden contribuir a la colonizacién y proliferacion de especies de Candida

en la cavidad bucal (Repetigny et al., 2004; Sanchez et al. 2002).

Multiples factores del hospedero se han considerado como favorecen la presencia
de candidiasis. Algunos son fisioloégicos (embarazo y las edades extremas de la
vida); los factores externos incluyen la maceracion, el uso de protesis y el
traumatismo; otros son iatrogénicos (el uso de antibiéticos de amplio espectro,
corticoesteroides 0 catéteres) o la inmunosupresion debida a enfermedades
malignas o el SIDA (Maijala et al., 2007; Regina et al., 2007).

La adhesion de Candida, particularmente C. albicans, a las mucosas, constituye un
paso inicial en la patogénesis de las infecciones causadas por estas levaduras
(Maza et al.,, 2001). En este sentido, se sugiere que en los mecanismos de
adherencia estan involucradas las interacciones entre los ligados de Candida y los

receptores de las células del hospedero.

Varios genes de C. albicans se han caracterizado, con respecto a su funcibn como
factor virulento: el gen de proteina de pared de hifa que codifica una nanoproteina
encontrada en la superficie de las mismas, reduccion de la adherencia de células
epiteliales de la cavidad oral y disminucién de la capacidad de producir dafio a las

células endoteliales (Torres Lozada et al., 2005; Bates et al., 2007).

Los genes CST20 y CPP1l codifican para una quinasa Yy una fosfatasa
respectivamente, componentes importantes de la via que regula la morfogénesis. C.
albicans secreta enzimas de gran importancia en la patogénesis de la infeccion
ocasionada por la misma, estas suelen activarse a valores bajos de pH. Las
proteinasas distorsionan y digieren las membranas de las células hospederas para
facilitar la adhesion y la invasion tisular, evadiendo las defensas del hospedero,
degradando moléculas como el lactoferril, la lactoperoxidasa, la catepsina y el

complemento (Taylor et al., 2005; Chethrapilly y Thangam, 2006).

El epitelio oral constituye una barrera primaria contra la invasion, una vez que esta
barrera es superada, otros mecanismos inmunes naturales tales como las
interleukinas, los factores de crecimiento y los factores que estimulan la colonia de

las células epiteliales entran en actividad.
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Los estudios realizados han revelado un acoplamiento entre la patogenia de la
candidiasis oral y la integridad de la mucosa local asociada con la presencia de

citoquinas en el epitelio.

La Interleukina 1 e Interleukina 8 son importantes agentes pro inflamatorios
secretados por el epitelio oral en la respuesta fungicida o infeccidon bacteriana,
accionando otros inmunosupresores celulares. Mas aun, la citosina pro inflamatoria
interleukina 1-b puede ser activada por las proteinasas, lo que sugiere que éstas
tienen un papel de activacién y mantenimiento de la inflamacién en las superficies
epiteliales (Jayatilake et al., 2007; Fidel, 2006).

Por otra parte los linfocitos T cumplen una funcién importante en la resistencia Thl,
libera citocinas que activan los macréfagos y los neutréfilos con accién candidicida.
El desarrollo de Th 2 pone de relieve la susceptibilidad a la infeccion, porque las
citocinas que produce inhiben Th 1 y el efecto fagocitico. La fagocitosis y muerte de
Candida incluye al complemento, los anticuerpos y las citosinas (Arenas, 2005;
Erb-Downward y Noverr 2007).

Se demuestra que la hidrofobicidad de la superficie celular esta relacionada con la
adherencia de blastosporas de Candida spp. a las células epiteliales humanas y a
los materiales plasticos. Esta propiedad juega un papel importante al aportar
interacciones hidrofébicas que fortalecen la union inicial de la levadura a la superficie
(De Repentigny et al., 2000).

11.1.8 Cuadros clinicos.

Desde comienzos del siglo XX se observa que la candidiasis oral puede presentar
distintas manifestaciones clinicas e histopatolégicas, diferenciandose entre formas
primarias y otras secundarias en las que la infeccion candidiasica sistémica
mucocutanea es una manifestacion mas. La Candidiasis afecta cualquier tipo de
tejido, 6rgano o sistema, por lo que su espectro clinico es extremadamente diverso.
En personas inmunocompetentes cualquier zona del cuerpo que sea humeda y esté
expuesta al ambiente es susceptible a infeccion (Aguirre Uriza, 2002; Torres
Lozada et al., 2005).

Se desconoce el periodo de incubacion, pueden ser asintomaticas o se acomparfan

de sensacion de quemadura, sequedad de la boca o sabor metélico.

Segun el aspecto, se han descrito diferentes formas clinicas:
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» Candidiasis pseudomembranosa o0 muguet (aguda-crénica). Presenta placas
blanquecinas facilmente desprendibles en un epitelio infiltrado en la forma
aguda, se acompafia de dificultad para la deglucion y en la crénica suele ser
persistente, es mas frecuente en paciente SIDA y es refractaria al tratamiento.
Puede localizarse en el paladar o en las encias y en los casos graves puede

extenderse a la lengua, la faringe o el eséfago.

» Candidiasis eritematosa (aguda-cronica). No se forman placas pero la superficie
es roja y brillante: la forma crénica y persistente, se acompafia de inflamacién y

boca ardorosa o glosodinia. La lengua y el paladar pueden estar afectados.

» Candidiasis hiperplasica (leucoplasica). Presenta placas blancas irregulares en la
boca, particularmente en los carrillos y no se desprenden facilmente al raspar. La
mucosa se ve atréfica y hay pérdida de las papilas de la lengua.

» Lesiones asociadas (estomatitis protética, queilitis angular, glositis rémbica,

queilitis exfoliativa, forma nodular, forma atrofica).
La queilitis propiamente dicha puede tener aspectos atroficos o granulares.

En la forma nodular la lengua y la mucosa tienen aspecto de empedrado, aspecto
que se observa en la candidiasis mucocutanea cronica. La glositis rombica se
distingue por la aparicién de una placa en forma romboidal en el dorso de la lengua,

con perdidas de las papilas.

» Candidiasis mucocutanea (crénicas). Las lesiones pueden aparecer en piel,
mucosas y ufias. Tiende a ser grave y dificil de erradicar, se puede diseminar en
pacientes inmunosuprimidos. En boca hay lesiones pseudomembranosas o en

placa.

Cuando dos o mas de estas formas clinicas aparecen juntas se les denomina
candidiasis oral multifocal. La localizacion en eséfago es una consecuencia de la
extension a partir de la cavidad oral; hay estenosis, disfagia, nauseas, vomitos y
hemorragia del tubo digestivo. La afeccion gastrica es excepcional, si hay
perforacion puede sobrevenir peritonitis. Esta forma cronica y la candidiasis
orofaringea son las formas clinicas mas frecuentes en el SIDA (Arenas et al., 2006;
Arenas, 2003; Shimahara, 2007).
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[1.1.9 Candidiasis oral-VIH

Desde las primeras descripciones de la enfermedad por el VIH, las manifestaciones
orales por candidiasis forman un papel muy importante en el cuadro clinico del
padecimiento y son componentes indicativos de su progresion. En algin momento
del proceso, en nueve de cada diez pacientes, va a aparecer manifestaciones
orales, y en algunas ocasiones estas van a ser el primer signo de enfermedad. En
paises sin acceso a las cuentas de linfocitos TCD4, la candidiasis oral sigue siendo
el marcador disponible del deterioro inmune de un pacientes (Aguirre Urizar, 2004;
De Faria et al., 2005).

Con el descubrimiento de las nuevas terapias antirretovirales, la presencia de
lesiones orales ha disminuido significativamente tanto en frecuencia como en
gravedad, aunque en los ultimos afios se han reportado persistencia de lesiones
orales en algunos casos con estas terapias, debido muy probablemente a las
reacciones secundarias que producen, que no permiten que el paciente suministre

las dosis adecuadas.

Por lo que es fundamental que el profesional de la salud conozca las
caracteristicas clinicas de la candidiasis oral y pueda valorar el deterioro inmune de
un paciente para poder instalar tratamiento oportuno (De Faria et al., 2005;
Ceballos et al., 1998; Fernandez et al., 2005).

[1.1.10 Diagndstico

El diagnéstico fundamental de las candidiasis orales es clinico. La demostracion
citolégica o microbiologica de levaduras no es un dato significativo en ausencia de
infeccidn clinica sugestiva por este agente. El diagndstico de laboratorio se basa en
la demostracion del hongo en las muestras mediante examen directo y el cultivo con

la identificacion del microorganismo (Linares y Solis, 2001).

La realizacion de frotis y la observacion de levaduras es un método facil de realizar,
pero en ocasiones, es poco sensible ya que se precisa de la existencia de un
namero significativo de estos microorganismos para ser reconocido y poder ser
valorado como positivo. La presencia de pseudohifas o hifas mas que de
blastosporas se asocia con la existencia de infeccion por Candida spp., junto con la
presencia de acumulos de células inflamatorias en los estudios citolégicos (Torres
Lozada et al., 2005; Sanchez et al., 2005).
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El cultivo de muestras clinicas es un método diagnostico muy sensible, pero menos
especifico, ya que también resulta positivo en los portadores sintomaticos, debido a
gue Candida spp. puede colonizar la cavidad oral. El andlisis cuantitativo del nimero
de unidades formadores de colonias (UFC) a partir de la saliva puede permitir
diferenciar los portadores (<400 UFC) y de los infectados (>400 UFC).

Para el diagnodstico diferencial deben de tomarse en cuenta las siguientes entidades

clinicas:
Leucoplasia; liquen plano, pénfigo, nevo esponjoso, herpes o aftas bucales.

Y desde el punto de vista microscépico la diferencia se establece con: Malassezia,
dermatofitos, Cryptococcus, Blastomyces dermatitidis, H.capsulatum (Arenas, 2003)
. Para distinguir las diferentes especies de Candida se emplean distintas pruebas

morfoldgicas, bioquimicas, inmunol6gicas y moleculares especializadas.

En las pruebas morfolégicas pueden ser a su vez macro 0 microscopicas;en las
primeras se toma en cuenta el aspecto de las colonias al crecer en los diferentes
medios de cultivo, siendo el agar glucosado de Saboraud con o sin antibiético el
medio por excelencia .Las microscOpicas son muy utiles para diferenciar algunas
especies, como la prueba de tubo germinativo o Filamentacion precoz en la que
solo C.albicans es capaz de producir verdaderos tubos germinales (Linares y Solis,
2001).

Dentro de las pruebas bioquimicas se encuentran los medios cromdgenos que estan
disefiados para el aislamiento y la identificacion de algunas especies del género
Candida, dentro de ellas se encuentran CHROMagar Candida, Cromogen Albicans,
Albicans ID2 asi como sistemas enzimaticos comercializados para la identificacion
rapida de C.albicans en las que a partir de una colonia aislada en cualquiera de los
medios convencionales se detecta una o dos enzimas (b-galactosaminidasa y L-
prolinaaminopeptidasa) usando sustratos fluorogénicos o cromogénicos (Linares y
Solis, 2001).

Existen tambien dentro de ellas, prodecimientos basados en métodos de asimilaciéon
de nutrientes como el auxanograma convencional quen se fundamenta en la
aplicacion por separado de diferentes nutrientes sobre un medio sintético base para
apreciar el crecimiento selectivo de las levaduras,para su realizacion pueden
emplearse soluciones acuosas esterilizadas con filtracion,cilindros de Oxford en

pocillos hechos en el agar o bien con discos de papel empapados con el nutriente
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no ofreciendo ninguna ventaja adicional sobre los medios solidos ,resultando mucho

mas laboriosas y costosas(Linares y Solis, 2001).

En la actualidad se han comercializado diversos métodos de asimilacion de
nutrientes con sistemas semiautomaticos que simplifican tanto su uso como su
interpretacion, dentro de ellos el sistema APl 20C AUX que se compone de 20
cupulas con sustratos deshidratados colocados, que permite identificar un total de
34 especies diferentes haciendose la lectura de estas con un control de crecimiento
lograndose la identificacion a partir de un cédigo numérico de un catalogo analitico
0 por un programa informado, hasta los Automaticos basados en tecnologia de
fluorescencia y de tarjetas de analisis, donde por medio de un soffware de analisis
y un sistema experto avanzado se recoge la informacién. Existiendo tambien
técnicas de identificacion mediante criterios inmunolégicos (Linares y Solis, 2001).
(Pinjon et al., 1998).

11.1.11 Tratamiento.

En el tratamiento siempre deben evaluarse y controlarse los factores predisponentes

locales y sistémicos.

El tipo de terapia se elegira de acuerdo con la gravedad y el estado inmunoldgico del

paciente.

Quindos y colaboradores sugieren que el manejo de la candidiasis se base en 4

pilares basicos:

» Realizacion de un diagndstico precoz y certero de la infeccion.

» Correccion de los factores facilitadores o enfermedades subyacentes.
» Tipo de infeccion candiddsica.
>

Empleo de los antifingicos adecuados valorando el cociente eficacia/toxicidad en
cada caso (Quindés, 2001).

Actualmente el arsenal terapéutico disponible contra las micosis orales se basa en
los agentes antifingicos que presentan mecanismos de accion similares, los cuales
actuan sobre los esteroles de la membrana celular del hongo o contra las enzimas
que regulan la biosintesis de los acidos nucleicos. Al ser Candida spp. células
eucariotas similares a las de los mamiferos, estos farmacos interfieren también las
rutas metabdlicas de las células humanas, ocasionando una mayor toxicidad que los

antibacterianos (Torres Lozada et al., 2005; Quinddés, 2001).
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Para los casos de candidiasis oral y con pocos factores predisponentes se sugiere el
tratamiento inicialmente topico. Este tratamiento puede ser desde la correccion del
pH a base de colutorios de agua con bicarbonato que son eficaces, econémicos y
faciles de aplicar. A la aplicacion de antimicéticos del grupo de los polienos, siendo
la nistatina el medicamento mas util. Ultimamente, este producto adquiere mas
importancia no solo como tratamiento local, sino como profilactico, recomendandose
sobre todo en los pacientes inmunosuprimidos que tienden a presentar cuadros

repetitivos de candidiasis (Dilata Corell y Navarro Mira, 2000; Adnan et al., 2006).

Otros antimicéticos topicos utiles son los imidazoles, farmacos que tienen por lo
general buena accion y son muy recomendados, dentro de los mas empleados se

encuentra el clotrimazol (Torres Lozada et al., 2005; Linpiyawan et al., 2000).

Mientras que la terapia sistémica se recomienda en los casos extremos, crénicos y
con factores predisponentes importantes. En general la terapia mas utilizada es a
base de derivados azolicos, dentro de ellos los mas utiles son el ketoconazol,
itraconazol y fluconazol. Hace poco se desarrollaron antifungicos triazoles de
segunda generacibn como voriconazol, posaconazol ravuconazol y albaconazol.
(Klotz, 2006; Wakiec, 2007).

En 1970 se descubrieron las equinocandinas. Después se han estudiado los nuevos
derivados semisintéticos: caspofungina, anidulafungina y micafungina que tienen un
novedoso mecanismo de accidbn con excelentes rangos para infecciones

candidiasicas graves (Torres Lozada et al., 2005; Escobar y Zuluaga, 2004).
II.2 Pruebas de Susceptibilidad in vitro

Las infecciones fungicas han adquirido una gran importancia en las ultimas décadas,
debido no so6lo a su mayor frecuencia de aparicion (aumento de pacientes con
estado de inmunodepresion avanzada) sino también por su alta morbimortalidad.
Paralelamente surgen nuevas especies patdégenas, tanto de levaduras como de

hongos filamentosos (Mbuagbaw et al., 2006; Tsuruta et al., 2007).

Todas estas circunstancias conducen a los clinicos a incrementar el uso de los
antifangicos y hacerlo con dosis cada vez méas elevadas, originando, en muchos
casos la seleccion de cepas resistentes, especialmente a los derivados azodlicos.

Esto trae como consecuencia la necesidad de investigar nuevas opciones.

La emergencia de resistencia a los antimicoticos ocasiona secuelas de importancia

clinica y epidemiolégica. Estos factores crean la necesidad de establecer métodos
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para la determinacion de la susceptibilidad antifiangica in vitro estandarizados,
reproducibles y con relevancia clinica que, ayuden como guia terapéutica en la toma
de decision, permitan el estudio de nuevos medicamentos y proporcionen un medio
para monitorear el desarrollo de resistencia de los estudios epidemiol6gicos (Rivas y
Quevedo, 2003).

Las pruebas de sensibilidad in vitro para los hongos surgieron con décadas de
retraso en comparacion con las antibacterianas. Una de las razones mas importante
fue la poca frecuencia de infecciones fungicas antes de los afios ochenta del pasado
siglo, asi como el numero limitado de agentes terapéuticos disponibles, unido al
pobre reconocimiento del potencial emergente de resistencia a los mismos (Arenas
et al., 2006: Alexandra, 2005).

La estandarizacion jugea un papel importante en la necesidad de evaluar in vitro - in
vivo la eficiencia de un medicamento. Como respuesta a esta necesidad el NCCLS
en 1982 establece un subcomité coordinador del trabajo, cuya meta fue desarrollar
un método eficaz de referencia para las pruebas de susceptibilidad de levaduras in
vitro y su correlacién con la respuesta clinica. Como resultado, el NCCLS propuso el
método de referencia M27-A para levaduras como Candida spp., y Cryptococcus
neoformans (NCCLS, 2002; Hsueh et al., 2005).

Existen diferentes factores que influyen en las pruebas de sensibilidad in vitro y entre

ellas se encuentran:

El tipo biomorfologico del hongo resulta un factor importante atendiendo a que en el
caso de las levaduras es facil obtener in6culos uniformes, no siendo asi para los
hongos filamentosos. En los hongos dimorficos es importante conocer cudl es la fase
parasitaria para brindar al cultivo las condiciones necesarias. La forma invasiva de
las levaduras puede obtenerse y estudiarse facilmente en el laboratorio,
proporcionando asi una mejor prediccion del comportamiento clinico ante la terapia
(Pfaller et al., 2006; Teixeira et al., 2007).

La preparacién del in6culo es uno de los primeros puntos a estandarizar. Los
métodos turbidimétricos son los mas recomendados en el caso de las levaduras, por
expresar mejor la concentracion de la masa fungica. Para Candida spp. debe
realizarse a partir de un cultivo puro de 24 h. De manera general, el tamafio del
in6culo condiciona la aparicion del efecto fungicida o fungistatico de un antifangico,
ya que a medida que se incrementa tiene lugar una elevacion de los valores de las
CMI (Swinne et al., 2005).
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El medio de cultivo empleado debe permitir un buen crecimiento del microorganismo
y debe estar libre de potenciadores y antagonistas del antifangico, por lo que el tipo
de antifingico y su mecanismo de accion condicionan al medio de cultivo, ademas
debe de ser sencillo, econdmico, de composicion definida y permitir una actividad
adecuada de todos los antifungicos, asi como presentar un pH estable y permitir un
desarrollo adecuado del hongo (Repetigny et al., 2004; Chethrapilly y Thangam,
2006).

El pH es una variable que puede interferir tanto en el crecimiento del
microorganismo como en el potencial antifungico de la droga. En la preparacion del
medio de cultivo debe incluirse un tampon que evite su acidificacion como
consecuencia de la fermentacién de los azlcares presentes. Los tampones mas
empleados por su inocuidad y capacidad amortiguadora son el acido
morfolinopropanosulfénico (MOPS) y el KH2PO4 (NCCLS, 2002).

[1.3 Antifungicos.

Bajo la denominacion general de antifingicos o antimicéticos se incluye a una
variedad de sustancias con diferentes estructuras quimicas y mecanismos de
accion. La clasificacion de los antifungicos se realiza segun criterios
convencionales que atienden a su estructura o caracteristica (polienos, azoles,
alilaminas, lipopéptidos, derivados de Ila morfolina, piridona, benzofurano,
tiocarbamato), su origen (sustancias producidas por organismos vivos o derivados
de sintesis quimica), su espectro de accion (amplio o restringido), sus mecanismos
de accidon (fungistaticos o fungicida), su via de administracion o empleo sobre el
hospedero(oral, parenteral topicos o sistémicos), su toxicidad y su selectividad de

accion (Maertens, 2004).
[1.3.1 Antifungicos poliénicos.

Los derivados poliénicos son sustancias antibidticas sintetizadas por diversas
especies de Streptomyces. Poseen una estructura constituida por un anillo
macrélido de carbono con poliinsaturaciones cerrado por un enlace éster. Este
grupo comprende cerca de cien compuestos diferentes, que segun el nimero de
enlaces se clasifican en heptaenos o tetratenos. Las sustancias mas representativas

de este grupo son la nistatina y anfotericina B (Maertens, 2004).
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[1.3.2 Antifungicos azdlicos

Los azoles, descubiertos a finales de los afios sesenta del siglo XX, son compuestos
sintéticos que constituyen el mayor grupo de agentes antifingicos. Poseen cinco
anillos arométicos que contienen dos o tres moléculas de nitrégeno caracterizandose
por su amplio espectro de actividad y por la posibilidad de ser administrados por
cualquier via, (tépica, oral o parenteral). Dentro de los antifungicos azélicos se
distinguen dos grupos: el primero y mas numeroso es el de los imidazoles y el
segundo, el de los triazoles. La diferencia entre ambos viene determinada por la
presencia de los dos o tres atomos de nitrégeno en el anillo azélico de la molécula
(Repetigny et al., 2004).

Son farmacos lipéfilos que actdan alterando la membrana flungica inhibiendo la
sintesis del principal esterol flngico, el ergosterol, siendo menos téxico para las

células del hospedero cuyo principal esterol es el colesterol (Tay y Adam, 2005).

En las levaduras y mohos los azoles tienen como diana celular comun al citocromo
p450. Este citocromo, actualmente denominado ERG11p, es el producto del gen
ERG11. El nitrégeno libre del anillo imidazol o triazol de los antifungicos azdlicos se
une al hierro del grupo hemo del Ergllp como un sexto ligando y de este modo
inhibe la reaccion enziméatica. La afinidad de estas drogas no solo depende de dicha
interaccion, sino que también viene determinada por la sustitucion en N-1, la cual es,
de hecho, la responsable de la elevada afinidad de estos antifingicos para su diana
(Tay y Adam, 2005).

Cada uno de estos compuestos tiene una farmacocinética caracteristica por lo que
su eficacia antifungica es diferente entre las distintas especies de hongos con
relevancia clinica. No obstante, poseen un amplio espectro de actividad siendo
eficaces contra Candida, C. neoformans y hongos dimorfos (Hsueh et al., 2005;
Matsuura et al., 2005).

Dentro de los imidazoles se encuentran a: ketoconazol, clotrimazol, miconazol,
econazol dentro de los mas utilizados y en los triazoles: itraconazol, fluconazol y

terconazol (Hsueh et al., 2005).
[1.3.3 Nuevos antifungicos triazélicos.

También conocidos como triazoles de segunda generacién, estan compuestos por
un anillo central azol que contiene 3 atomos de nitrégeno similares a los de primera

generacion, diferenciandose por la estructura quimica. Dentro de sus mecanismos
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de accion al igual que otros miembros del grupo azol, inhiben la enzima citocromo

P-450 interviniendo en la sintesis del ergosterol.

Se ligan a un nitrégeno libre del anillo azol, inhibiendo la 14 alfa demetilacion del
lanosterol, llegando a la deplecion del ergosterol, o que finalmente afecta la
permeabilidad de la membrana del hongo y los sistemas enzimaticos unidos a la
membrana, involucrados en la sintesis de la pared (Repetigny et al., 2004; Tkacz,
2001).

La selectividad de los azoles por la enzima P-450 del hongo esta dada por la unién
del N1 del grupo aromatico de los azoles con los aminoacidos especificos de la
membrana celular del hongo que no estan presentes en las proteinas de los

mamiferos (Tkacz, 2001).
Dentro de ellos se encuentran: voriconazol, posaconazol y ravuconazol.

Las interacciones de los azoles con otros farmacos (antagonistas de receptores de
H-2, astemizol, isoniacida, metilprednisolona, rifampicina, benzodiacepinas) pueden
presentarse ya sea por medio de la similitud de formulas quimicas, sitios de accion
o por metabolismo, dando como resultado la disminucion de las concentraciones en
suero de los azoles y por incremento de las concentraciones en el plasma del otro

agente suministrado concomitantemente.

La disminucion de los azoles en plasma ocurre basicamente por dos mecanismos.
El primero es por una disminucién del pH gastrico que altera su absorcién, por ser
altamente lipofilicos. El segundo mecanismo es la via de induccion de su

metabolismo que incrementa el metabolismo hepatico de la citocromo P-450.

Han sido reconocidos como agentes fungistaticos, pero estudios recientes in vitro

con los nuevos triazoles e itraconazol han demostrado actividad fungicida.

En modelos animales de candidiasis y aspergillosis diseminados los tres nuevos
medicamentos muestran ser efectivos, asi como otros estudios realizados in vitro
con Candida que sefialan que la actividad de estos nuevos triazoles superan al

fluconazol e itraconazol (Escobar y Zuluaga, 2004; Frank et al., 2003).
[1.3.4 Equinocandinas

Debido al papel esencial de la pared celular para la viabilidad de los hongos y a su
ausencia en las células de los mamiferos, constituye un sitio blanco de ataque ideal

de los antifungicos, lo que ha motivado el desarrollo de esta nueva clase de
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medicamentos. La Equinocandinas son lipopéptidos anfofilicos semisintéticos, con
un amplio espectro de accion y un buen perfil de seguridad, dentro de ellas se

encuentran: caspofungina, micafungina y anidulafungina (Keating y Jarvis, 2001).

Las tres moléculas tienen una configuracion tridimensional, cuyo centro esta
compuesto por un hexapeptido ciclico y una cadena lateral que le confiere a
actividad antifangica. Actdan en la pared inhibiendo de manera especifica y no
competitiva el complejo enzimatico, uniéndose a una proteina FKSIP interno o

externo de la membrana celular.

Son altamente selectivas para Candida spp, Aspergillus spp y Pneumocystis jirovei

(ante Pneumocystis carinii).

Estos antifingicos no muestran resistencia cruzada en las cepas de Candida
resistentes a anfotericina B y al fluoconazol y es muy rara la resistencia heredada
en las especies de levaduras susceptibles (Maertens, 2004; Escobar y Zuluaga,
2004).

En esta tabla se resumen los fArmacos méas usados en la terapéutica antimicotica.

Poliénicos Imidazoles Triazoles | Triazoles Il Derivados
semi-sintéticos

Nistatina Ketoconazol Itraconazol Voriconazol Caspofungina

Anfotericina B Clotrimazol Fluconazol Posaconazol Anidulafungina
Miconazol Terconazol Ravuconazol Micafungina
Econazol Albaconazol

1.4 Antimicéticos incluidos en el estudio

[1.4.1 Nistatina

La nistatina, fue descubierta por Hazen y Brown en 1951 y constituye el primer
miembro de esta familia descrita como agente antifingico contra la candidiasis. Es
producida por especies de Streptomyces tales como S. noursei y S. albulus. Es un
antifungico del grupo de los macrolidos poliénicos. Sus caracteristicas estructurales
corresponden con los de una molécula de tipo tetraeno, con peso molecular de
926Da y con férmula quimica (C47H75N0O17). Presenta una cadena hidrocarbonada
de 46 atomos de carbono, 4 enlaces dobles y una micosamina. (Maestre y Alou,
2001).
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Mecanismo de accion

El modo de accién de la nistatina implica la formacién de complejos insolubles al
fijarse ésta a los esteroles de la membrana celular de los hongos principalmente el
ergosterol. Como consecuencia se forman canales iGnicos que provocan un
aumento de la permeabilidad de las membranas, lo cual da lugar a la pérdida de
cationes, en especial potasio y macromoléculas de la célula como los glucidos y
metabolitos con la subsiguiente lisis y muerte celular. Este efecto es reversible
cuando el farmaco alcanza pequefas concentraciones, mientras que con grandes
concentraciones la lesion celular es irreversible por lo que no tiene efecto sobre
ningun otra parte celular basandose, solamente en su toxicidad selectiva (Maestre y
Alou, 2001).

Farmacocinética

In vivo su accién se limita a las superficies donde el farmaco puede estar en
contacto directo con las levaduras u otros hongos. No se absorbe de manera
importante a partir de la piel, membranas mucosales o las vias gastrointestinales.
Casi toda la administraciébn por via oral se excreta en las heces. No existen
concentraciones sanguineas o tisulares importantes después de la administracion

oral y es demasiado téxica para administrarla por via parenteral (Almanza, 2007).
Espectro antifungico

La nistatina tiene actividad fungistatica y fungicida. Es activa in vivo e in vitro frente a
un amplio espectro de patdégenos fungicos que incluyen Candida, Aspergillus,
Histoplasma, Coccidioides, Cryptococcus y Blastomyces, siendo éstos sensibles a
concentraciones del polieno desde 1.5 a 6.5 pg/mL. No es activa frente a bacterias,
virus, protozoos ni dermatofitos (Carrillo-Mufioz y Perman, 1999).
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Efectos adversos

Los efectos adversos de la nistatina son poco comunes, no obstante pueden
producirse irritacion oral, nauseas transitorias, vomitos y diarreas después de su
administracion, efectos que desaparecen al disminuir las dosis. Raramente puede

ocurrir irritacion de la piel como erupcion cutanea y urticaria (MINSAP, 2006).
Usos clinicos

Puede aplicarse en forma tdpica a la piel 0 membranas mucosales (bucal o vaginal)
en forma de crema, unglento, supositorios, suspension o talcos para la supresion de
las infecciones locales por Candida. Ha sido administrada por via oral para la
disminucién de Candida en el intestino de los lactantes muy pequefios o en
personas inmunocomprometidas (diabetes sacarina, leucemia, grandes dosis de
esteroides, SIDA), en quienes existe la posibilidad de presentarse candidiasis

diseminada (Almanza, 2007).
Nistatina liposomal

La toxicidad aguda que ocasiona la nistatina convencional tras su administracion
intravenosa desaconseja esta via, lo que impide su uso en micosis invasoras. Para
evitar este inconveniente se ha desarrollado una presentacion liposomal del
antifingico en forma multilamelar que contiene dimiristoil fosfatidilcolina y dimiristoil
fosfatidilglicerol. La nueva formulacion posee una actividad antifangica comparable a
la nistatina convencional y, en algunos casos, superior. Posee poca toxicidad y logra
alcanzar concentraciones plasmaticas superiores a las CMI para la mayoria de
levaduras y hongos filamentosos oportunistas. Esta formulacion después de haber
sido sometida a ensayos clinicos se encuentra actualmente en el mercado para el

tratamiento de las micosis sistémicas (Carrillo-Mufioz y Perman, 1999).
[1.4.2 Clotrimazol

La primera descripcion del clotrimazol fue en 1969, este farmaco es un derivado
imidazolico muy util por su amplio espectro de actividad. Su estructura quimica es la

1[(2Clorofenil)-difenil- metilico] imidazol (Escobar y Zuluaga, 2004).



28

0
74

Inhibe la enzima lanosterol-14a-desmetilasa necesaria para la sintesis del ergosterol

Mecanismo de accion.

el cual es esencial para la estabilidad de la membrana celular fungica. Como
resultado de su accion se altera la permeabilidad de la membrana y finalmente se
presenta la citolisis. Su accion segun la concentracion lo hace que a niveles bajos
actué como fungistatico y a titulos altos sea fungicida (Almanza, 2007; Sadaba et
al., 2004).

Farmacocinética

La biodisponibilidad de absorcién en mala, es menor de 0.5% después de aplicarla
en la piel intacta, en la vagina es de 3 al0%, en adultos, una dosis oral diaria de 200
mg. genera cifras plasmaticas de 0.2 a 0.35 pg/mL. La pequefia cantidad que se
absorbe es metabolizada en higado y excretada por bilis.

Se administra por via tépica y vaginal, siendo especialmente beneficioso para
alteraciones fungicas frecuentes sin complicaciones, principalmente las candidiasis,
asi como para casos complicados suele utilizarse coadyuvante en tratamientos por

via sistémica (Almanza, 2007; Hardman, 1996).
Espectro antifungico

Por ser de amplio espectro también es muy util frente a dermatofitos, agentes de

eritrasma y algunas bacterias grampositivas, como estafilococos.
Efectos adversos:

En casos aislados pueden presentarse reacciones locales pasajeras como
(MINSAP, 2006):

> Prurito.

> Ardor.

> Irritacion

» Enrojecimiento de la piel.
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Inflamacion.

>
» Dolor abdominal
> Cefalea.

>

Erupciones raramente.

11.4.3 Ketoconazol

Fue sintetizado en 1977 y se considera el primer azol de amplio espectro que se
administra por via oral. Su estructura quimica es Cis-1-acetil-4-metofenil-piperazina
(Arenas, 2003; Tay y Adam, 2005).

/\.I
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Ketoconazol

Mecanismo de accion

Inhibe la sintesis de ergosterol mediante la interaccion con la lanosterol 14 a-
desmetilasa, enzima fungica dependiente del citocromo p450 necesaria para la
conversion de lanosterol en ergosterol. La disminucion del ergosterol altera la
membrana celular, reduciendo la actividad enzimatica asociada con ella y
aumentando su permeabilidad, lo que provoca la inhibicién del crecimiento y de la

replicacion celular, causando un efecto fungistatico (Almanza, 2007).

Farmacocinética

Es una base débil y al ser administrados por via oral requiere condiciones de acidez
para una optima solubilidad y absorcion, y por tanto su biodisponibilidad se reduce
en presencia de farmacos que incrementan el pH gastrico, como por ejemplo los
antagonistas de los receptores H2, los inhibidores de la bomba de protones y la
didanosina (Almanza, 2007).

Mas del 90% circula unido a las proteinas, principalmente albumina, el 15% se une a
los eritrocitos y el 1% permanece libre. Se metaboliza extensamente y los

metabolitos inactivos se eliminan por las heces (Matsuura et al., 2005).
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Espectro antifungico

Es activo contra la mayoria de los hongos patdégenos, incluyendo a los dermatofitos.
Se utiliza para el tratamiento de la blastomicosis, histoplasmosis, coccidiodomicosis,
pseudoallescheriasis y paracoccidioidomicosis no meningeas (debido a su pobre
penetracién al LCR). Es util en las candidiasis oral y esofagica, siendo el agente de
eleccion en las candidiasis mucocutaneas cronicas; ademas en la tifia resistente a
griseofulvina y también en la pitiriasis versicolor diseminada. No esta indicado en la
mucormicosis ni en las micosis meningeas (Hsueh et al., 2005; MINSAP 2006).
Efectos adversos

» Nauseas

» Anorexia

» Vomitos
Hepatotoxicidad
Erupcion alérgica
Caida del cabello.
Anormalidades endocrinas (por inhibicion de la citocromo P450 humana)
Irregularidades menstruales.

Ginecomastia y decremento de la libido y potencia sexual (en hombres).

vV V V V V VYV V

Disminucion del colesterol plasmatico.

» Incremento asintomético leve de aminotransferasas
No se recomienda administrar este farmaco a mujeres embarazadas por secretarse
en la leche materna tampoco es prudente usarlo en mujeres que amamantan
(MINSAP, 2006).

I1.4.4 ltraconazol

Es un derivado triazolico, de amplio espectro de accion, virtualmente activo frente a
todos los dermatofitos y levaduras que pueden producir infecciones en piel, ufias,

mucosas Yy organos profundos (Almanza, 2007).
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Mecanismo de accion

El itraconazol, al igual que los derivados azolicos, inhibe la esterol 14-adesmetilasa
en los hongos, que es un sistema de enzimas que depende de citocromo p450
microsomal, por lo cual estos farmacos inhiben la biosintesis de ergosterol en la
membrana citoplasmica y permiten la acumulacion de los 14-a-metilesteroles.
Estos metilesteroles pueden alterar la disposicion intima (empacamiento) de las
cadenas acil fosfolipidos y, con ello, alterar las funciones de algunos sistemas
enzimaticos de la membrana como ATPasa y enzimas del sistema del transporte
electrénico, resultando en una alteracion tanto funcional como estructural de la
membrana, asi como un efecto toxico sobre la célula por la acumulacion de los

esteroles 14a-metilados (Mellado et al., 2002).
Farmacocinética

La absorcion por via oral del itraconazol varia entre uno y otro paciente. Disminuye
en personas que se encuentran en ayuno o tienen un pH gastrico elevado. Mas de
90% del itraconazol se liga a proteinas plasmaticas, y también muestra union a los
tejidos (con excepcion del LCR). El itraconazol se metaboliza en el higado aunque la
hepatopatia leve no cambia el catabolismo del medicamento. El hidroxiitraconazol,
un metabolito biolégicamente activo, aparece en la sangre a concentraciones casi
del doble del farmaco sin modificaciones. Muchos hongos son igualmente sensibles

al farmaco original y al metabolito hidroxilado (De Beule y Van Gestel, 2001).

Las concentraciones de itraconazol disminuyen si se utiliza de modo concomitante
farmacos como la rifampicina, la fenilhidantoina y la carbamazepina, asi como los
medicamentos que disminuyen la acidez estomacal, los antagonistas de receptores

H2 y bloqueadores de las bombas de protones (Matsuura et al., 2005).
Espectro antifungico

» Blastomicosis intra o extrapulmonar
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» Histoplasmosis (Incluyendo la pulmonar cronica y la diseminada no

meningea)
» Aspergilosis pulmonar y extrapulmonar que no responde a la anfotericina B.

Por via oral se utiliza para el tratamiento de la tinea unguium (onicomicosis)
causadas por dermatofitos y en la profilaxis de infecciones micdticas serias como
candidiasis, criptococosis, histoplasmosis y coccidioidomicosis, en pacientes con
infeccion por VIH (Hsueh et al., 2005; MINSAP, 2006). Efectos adversos

Los principales efectos adversos que se presentan con el itraconazol son:

» Nauseas (mas frecuente)

» Vomitos

» Diarrea

» Dolor abdominal

» Hipocalemia

» Otros efectos que se presentan, principalmente en pacientes

inmunocomprometidos son el rash cutaneo, prurito y urticaria.

Puede ocasionar ademas, aunque en menor frecuencia, mareo, dolor de cabeza,
angioedema, anafilaxia, fatiga e hipertension y en casos muy raros puede causar
hepatotoxicidad (MINSAP, 2006).
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lll. MATERIALES Y METODOS

[1I.1.-Tipo de estudio.

Se realizé un ensayo clinico terapéutico a ciegas para el evaluador, para cuatro
antimicoticos, 2 tépicos y 2 sistémicos, entre marzo del 2003 y junio del 2004 en el
Centro de Informacion, Atencion y Capacitacion en VIH/ SIDA (CISIDA), del estado

de Puebla, México.

[11.2.- Universo de estudio.

El Universo estuvo constituido por 97 pacientes VIH+/SIDA que cumplieron con los
criterios de inclusion y de exclusion definidos para este estudio:

[11.3.- Criterios para integrar el estudio.

[11.3.1.-Criterios de inclusion:

e Paciente adulto de cualquier sexo, VIH positivo.

Lesion sugestiva de candidiasis oral.

Ausencia de tratamiento antimic6tico en el mes previo al estudio.

Ausencia de tratamiento antirretroviral.

Aceptacion, mediante consentimiento informado, a participar. (Anexo 1)

[11.3.2.-Criterios de exclusion:
e Negativa a participar en el estudio.
e Tratamiento especifico con antifiungicos en el mes previo al estudio
e Pacientes bajo régimen de tratamiento con antirretrovirales (TARGA)

e Cultivo negativo en el exudado micolégico inicial.

[ll.4.-Limitaciones del estudio.
e No se pudieron realizar estudios del estado inmune de los pacientes.

e El ensayo terapéutico no pudo ser doble ciego

[11.5.-Evaluacion inicial de los pacientes.

Todos los pacientes que asistieron espontaneamente a la consulta de pesquizaje y
seguimiento de CISIDA en el estado de Puebla, y que dieron su aprobacién por
escrito para participar en el estudio, fueron interrogados y examinados, por el
médico que habitualmente realiza esa actividad, para conocer sobre los sintomas
acompafantes, las caracteristicas y extension de las lesiones (reflejadas en un
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diagrama de la cavidad oral) y la forma clinica de presentacion todo lo cual fue
recogido en sus historias clinicas en un modelo disefiado para tales propdsitos,

conjuntamente con otros datos demogréficos (Anexo 2).

Las formas clinicas a considerar y la extension de las lesiones fueron definidas
segun la clasificacion propuesta por Samaranayake y modificada por Axell. (Axell et
al., 1997).

[11.5.1.-Formas clinicas:
e Eritematosa
e Pseudomembranosa
e Queilitis angular
e Hipertrofica

e Mixta (combinacion de 2 o mas de las formas antes referidas)

[11.5.2.-Extension de las lesiones:
e Extensas: Mas de un sitio afectado o méas del 50% del dorso de la lengua

e Localizadas: Un solo sitio afectado o menos de 50% del dorso de la lengua

[11.5.3.-Estudio microbiolégico.

Una vez concluido el examen fisico, se procedioé a obtener muestras de las lesiones
orales mediante hisopado. Se utilizaron hisopos estériles para la coleccion y el
transporte de muestras (BBL™ CultureSwab™ EZ). En todos los casos se
emplearon 2 hisopos (uno para examen directo con KOH al 10% y otro para cultivo).
Los cultivos se realizaron en placas con Agar Dextrosa de Sabouraud suplementado
con cloranfenicol (Anexo 3), que fueron incubadas a 30°C por un periodo no mayor
de 5 dias.

Todos los aislamientos obtenidos, una vez confirmada su morfologia levaduriforme y
pureza mediante coloracién de Gram, fueron conservados en agua destilada estéril a
temperatura ambiente y enviados al Laboratorio de Referencia de Micologia, del

Instituto de Medicina Tropical (IPK) en La Habana, para su identificacion final.

111.5.4.-Tratamientos.
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A cada paciente se le impuso un esquema de tratamiento al azar para lo cual, se
preparé un listado aleatorio. Todos los medicamentos se envasaron en frascos
idénticos con las instrucciones en su interior, de manera que el médico de asistencia
no pudiera conocer el esquema asignado a cada paciente. Un monitor designado
para el estudio, realiz6 las aclaraciones necesarias a los pacientes, en caso de
dudas. El listado de distribucion aleatoria quedd en sobre sellado, en poder de la

responsable del Servicio de CISIDA hasta que finaliz6 el estudio.

Los esquemas de tratamiento a comparar (dosis, duracion y medicamento) fueron
los normados por el Consejo Nacional de México para la prevencion y control del
SIDA (CONASIDA, 2000). Solo el clotrimazol, por no formar parte de los esquemas
que normalmente utiliza esa institucion, fue incluido basandose en la experiencia

reportada en el Instituto Pedro Kouri.

[11.5.4.1.- Esquemas de tratamientos topicos.
Nistatina (100, 000 U, tabletas vaginales). Disolver en la boca 2 tab /8h x 14 dias.

Clortrimazol (100 mg tabletas vaginales). Disolver en la boca 1 tab/ 12h x 14 dias.

[11.5.4.2.- Esquemas de tratamientos sistémicos:
Ketoconazol (Tabletas de 200 mg) 1 tab. / 12h x 14 dias.
Itraconazol (Tabletas de 100 mg) 1 tab. al dia x 14 dias.

[11.6.-Evaluacién final de los pacientes.

La totalidad de los pacientes se reevaluaron 4 dias después de concluir los

esquemas de tratamientos por el mismo clinico que los valoré inicialmente, quien

determind la evolucion clinica sobre la base de los siguientes criterios:

[11.6.1.- Criterios de evolucion clinica.

Cura total.- Desaparicion clinica de todas las lesiones y sintomatologia

acompanante.
Notable mejoria.- Desaparicion de los sintomas y de mas del 75 % de
extension en las lesiones.

Moderada mejoria.- Presencia de algun sintoma asociado, de los descrito
inicialmente o menos de un 75% de curacion de las
lesiones.

Sin mejoria.- Cuando no se evidencié mejoria o se agravo el cuadro inicial.



38

Durante la evaluacion final se realiz6 un nuevo exudado, siguiendo el procedimiento

ya descrito, para evaluar la cura micoldgica.

La distribucion final de los pacientes en los grupos de tratamientos fue la siguiente:

Tratamientos tépicos: Tratamientos sistémicos:
Nistatina: 24 pacientes Ketoconazol: 23 pacientes
Clotrimazol: 24 pacientes Itraconazol: 26 pacientes

A los efectos del estudio, se considero:

[11.7.- Cura clinica.- Cuando los tratamientos fueron exitosos, con remision total de
los sintomas y signos o mejoria notable o moderada.

[11.8.- Cura micoldgica.- Cuando fue negativo, el cultivo del exudado micoldgico
post tratamiento.

[11.9.- Fracaso terapéutico.- Cuando el cuadro clinico inicial permaneci6 invariable o

se agravo

[11.10.-Estudios micoldgicos.

La identificacidon de las especies se realizé siguiendo el flujo general de identificacién
establecido en el Laboratorio de Micologia del IPK (Williams y Lewis, 2000). C.
albicans se identificO en base a su capacidad de producir tubo germinativo y
clamidosporas. Las especies tubo germinativo negativo se identificaron utilizando el
sistema API 20 AUX y la diferenciacion presuntiva entre C. albicans y C. dubliniensis
se realizé mediante estudios de su potencialidad para crecer a 45 °C y su patrén de
asimilacion de xilosa ya metil -D- glucosida en el mismo sistema API (Pinjon et al.,
1998).

[11.10.1.-Identificacidén Fenotipica

[11.10.1.1-Cepas estudiadas:

El trabajo comprendid la identificacion de todos los aislamientos obtenidos antes y
después de la aplicacion de los tratamientos (97 y 47 cepas respectivamente)
(Anexo 4)

[11.10.1.2.-Pruebas morfolégicas

[11.10.1.2.1.- Tubo germinativo (McGinnis, 1998).
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Descripcion de la técnica: A partir de un pequefio inoculo, se prepar6 una
suspension de células en 0.5 mL de suero equino estéril y se incub6 a 37 °C durante
2% - 3 horas. Pasado ese tiempo, se examind al microscopio optico entre cubre y
portaobjetos, una gota de dicha suspension.

Controles: C. albicans (positivo) y C. tropicalis (negativo).

Lectura e interpretacién: La prueba se consideré positiva cuando se observo la
existencia de levaduras con filamentos de paredes paralelas, sin constriccién en su
punto de origen y longitud 3-4 veces superior a la de la célula que le dio origen. Se

asumié como negativo la observacion unica de blastosporas.

[11.10.1.2.2.- Filamentacion en Agar Harina de Maiz con Tween 80 (McGinnis,
1998).

Descripcidon de la técnica: Con el asa de inoculacion se tomé un fragmento de la
colonia, se estri6 segun el método de Dalmau en una placa de cultivo que contenia
Agar Harina de Maiz con Tween 80 (Anexo 3), se le coloco un cubreobjetos estéril y
se incubo a 28 °C durante 48 horas.

Controles: Fueron empleadas cepas, previamente identificadas, de Candida albicans
(positivo) y Cryptococcus neoformans (negativo).

Lectura e interpretacion: Las placas se observaron al microscopio en busca de

clamidoconidios terminales, blastoconidios y pseudomicelio.

[11.10.1.3.- Pruebas fisioldgicas.

[11.10.1.3.1.- Termotolerancia a 45 °C

Descripcidén de la técnica: Las cepas a estudiar se inocularon en placas de Agar
Dextrosa de Sabouraud durante 48 horas a 37 °C (Pinjon et al., 1998)

A partir de los cultivos obtenidos se transfirid asépticamente una pequefia porcién
de una colonia a una nueva placa con un medio de cultivo similar a la anterior y se
incubo a 45 °C durante 48 horas.

Controles: Se emplearon cepas de C.dubliniensis (negativo) y C. albicans (positivo).
Lectura e interpretacion: Las cepas que mostraron crecimiento a 45 °C se

identificaron como C. albicans.

[11.10.1.3.2.-Auxonograma: Se empled el sistema comercial APl 20C (bioMérieux,

Inc, Hazelwood, Mo.) segun las recomendaciones del productor



40

Descripcion de la técnica:

Preparacion de la camara de incubacion: Se distribuyeron 5 mL de agua destilada
estéril entre los pocillos de la parte inferior de la cAmara, teniendo en cuenta que el
volumen de liquido no sobrepasara los bordes de los mismos.

Preparacion del inéculo: A partir de un cultivo joven (18-24 horas) de la levadura a
estudiar, se preparé una suspension en 2 mL de solucion salina fisiologica estéril
correspondiente al tubo 2 de la escala de McFarland. A partir de esta se transfirieron
100 pL a un ampula de API C Médium.

Inoculacién de la galeria: Las cupulas de la galeria se llenaron con la suspension
obtenida en el API C Médium, evitando la formacién de burbujas y cuidando de crear

un nivel horizontal en las mismas. Se tapo la galeria y se incub6 hasta 72 h. a 28 °C.

Lectura e interpretacion: Se realizaron lecturas a las 24, 48 y 72 h. Se consider6 una
reaccion positiva (asimilacion del azucar correspondiente), cuando se observé una
turbidez de mayor intensidad que la de la cupula control (sin sustrato). Las lecturas
se anotaron en la hoja de resultados correspondiente, obteniéndose un perfil
numeérico para cada caso y con ayuda del catalogo analitico del sistema se

identificaron las cepas. (Linares y Solis, 2001).

[ll.11.-Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Los materiales y métodos empleados, fueron seleccionados segun el documento
M27-A2 del CLSI (NCCLS, 2002) (NCCLS, 2002), con las modificaciones para el
micrométodo (Pfaller y Yu, 2001) y otras modificaciones para nistatina. (Anexo 5)
Cepas control: Se utilizaron las cepas de referencia C. krusei ATCC 6258 y C.
parapsilosis ATCC 22019, recomendadas para el control de calidad en la técnica de

microdilucion.

Drogas antifungicas: ketoconazol (Sigma K1003), itraconazol (Sigma 16657)
clotrimazol (SIGMA C6019), y nistatina (SIGMA N3503).

Solvente: Dimetilsulfoxido. (DMSO) 99.9% de pureza (Aldrich)

Medio de Cultivo: RPMI 1640 (Sigma R6504) (Anexo 3)

Placas de microtitulacion: Placas de estériles de poliestireno de 96 pocillos con
fondo plano (Costar 3595).
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[11.11.1.-Cepas estudiadas.

Los antifungicos utilizados para los estudios de susceptibilidad “ in vitro, ~ fueron los
mismos que se administraron a los pacientes integrando los esquemas terapéuticos.
En primera instancia, se estudio la susceptibilidad “in vitro™ de los 94 aislamientos
obtenidos de los 47 pacientes que no alcanzaron la cura micologica durante el
estudio. (47 cepas pretratamiento y 47 post tratamiento). El total de estos
aislamientos se evaluaron “in vitro” frente a las cuatro drogas con el fin de evaluar
posible resistencia cruzada entre los azoles y entre los azoles y los polienos.
También, se realizaron estudios de susceptibilidad “in vitro™ a los aislamientos
obtenidos de los 50 pacientes que alcanzaron la cura micologica al finalizar sus
tratamientos. En estos casos, las cepas solo fueron evaluadas “in vitro™ frente al
antifangico que se utiliz6 como tratamiento en el paciente del cual se obtuvo el

aislamiento.

[11.11.2.-Preparacion de la solucion madre de los antifungicos.

Se prepararon soluciones madre para cada uno de los antifingicos empleados en el
estudio, utilizando DMSO como solvente. En todos los casos su concentracion fue,
al menos, 100 veces superior a la concentracion mas alta de antifingico a evaluar
(3200 ug/mL). Se repartieron alicuotas de trabajo en viales estériles y se congelaron

a - 70 °C hasta su utilizacion.

Preparacion de las diluciones de antifungico y llenado de placas: Se sigui6é el mismo

procedimiento para cada una de los farmacos.

Paso 1.

a. Se extrajo uno de los viales con la solucion madre del antifungico a utilizar,
conservado a - 70 °C, se dejo alcanzar la temperatura ambiente y se le asigné
el numero 1.

b. Se prepar6 una serie de nueve viales, enumerados del 2 al 10, con 150uL de
DMSO.

c. Afadir 150uL de la soluéin madre al vial nUumero 2 y realizar diluciones
seriadas 1:2 hasta el vial 10 para obtener una serie de diluciones del
antifngico desde 3200mg/mL hasta 6,25 mg/mL.
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Paso 2.

a. Se llenaron 10 tubos con 9,9 mL de RPMI 1640 con doble concentracion.

b. Se afiadi6 100 pyL de cada uno de los viales de la serie anterior (Paso 1) a su
correspondiente con RPMI (dilucién 1:100). Se obtuvo asi, una serie con
diluciones del antifingico desde 32mg/mL hasta 0.06mg/mL en medio de
cultivo.

Paso 3.

a. En cada columna de una placa de microtitulacion, se dispensé 10QL de las
correspondientes diluciones del antifingico antes preparadas. De esta forma
se obtuvo un gradiente de concentracion desde la columna 1 a la 10, de 32
pg/mL hasta 0.06 pg/mL.

b. En cada uno de los pocillos de las columnas 11 y 12 se afadié }Q0del
RPMI 1640 con doble concentracion y sin droga.

Las placas asi preparadas se rotularon y se almacenaron a — 70 °C hasta el

momento de su utilizacion.

[11.11.3.-Preparacién del in6culo.

Todas las cepas se transfirieron a placas de Agar glucosado de Sabouraud y se
incubaron a 35 °C durante 48-72 h. Posteriormente, se subcultivaron en igual medio
de cultivo bajo similares condiciones durante 24 h. A partir del crecimiento obtenido,
se tomaron 5 colonias de aproximadamente 1mm de diametro y se resuspendieron
en 5 mL de agua destilada estéril. Se agitd durante 15-20 segundos mediante el
empleo de un vortex y se ajusté la turbidez al tubo 0.5 de la escala de McFarland,
corroborandose posteriormente mediante el conteo en una camara de Neubauer (1-
5x 10° ufc/mL). La solucién de trabajo se obtuvo, diluyendo la suspensién preparada
1:1000 en agua destilada estéril, mediante diluciones sucesivas 1:50 y 1:20, para

alcanzar una concentracién equivalente a 1-5x 10° ufc/mL.

[11.11.4.-Inoculacion de las placas.

Una vez descongeladas y atemperadas las placas, las mismas se inocularon con
100 uL/pozo de las suspensiones celulares previamente preparadas desde la
columna 1 hasta la 11 (control de crecimiento). En la columna 12 se afiadié 100L

de agua destilada estéril. Cada cepa se aplicé por duplicado, destinando las filas Ay
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B a las controles por lo que las placas quedaron distribuidas de la siguiente manera
(Anexo 6).

Filas Ay B: Cepa control.

Filas C y D: Cepa problema No.1.

Filas E y F: Cepa problema No. 2.

Filas G y H: Cepa problema No. 3.

Columna 1- 10 Gradiente de concentracion del antifangico.
Columna 11: (libre de antifingico): control de crecimiento de la cepa.
Columna 12 (libre de antifungico e indculo): control de esterilidad y blanco para la

lectura de absorbancia.

[11.11.5.-Incubacion.
Las placas se taparon, rotularon y colocaron en cadmara humeda. Se incubaron a 35
¢ C durante 48 h.

[11.11.6.-Lectura e interpretacién de los resultados.

Para los azoles, se realiz6 una lectura visual y lectura espectrofotométrica. La
primera se llevé a cabo con la ayuda de un visor de aumento, definiéndose la CMI
como la concentracion mas baja de antifungico que inhibié el 50% del crecimiento de
la levadura, al compararla con el control de crecimiento. Para la nistatina, solo se
realizo la lectura visual y se consideré la CMI como la menor concentracion del

antifingico que inhibié el 100% del crecimiento de la cepa.

La lectura espectrofotométrica se realiz6 a 405 nm (longitud de onda de méxima
absorbancia del medio), previa agitacion de los pocillos mediante pipeteo vigoroso
hasta lograr homogeneidad en las suspensiones celulares. (Pfaller et al., 1995;
Lozano-Chiu, 1999).

Para la determinacion del 50% de inhibicién del crecimiento se empled la siguiente
férmula: (Van Eldere et al., 1996)

A<Ap+[0,5x% (Ax- Ap)]
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Donde: A: Absorbancia.

Ab: Absorbancia del blanco (control sin indculo y sin droga).
Ak: Absorbancia del control de crecimiento.

Si Ab =0, entonces A = 0,5 x Ak

Se asumieron los criterios de resistencia y sensibilidad aprobados por el CLSI en el
2002 para Candida spp. en medio RPMI 1640 como se exponen en el siguiente

cuadro:

Criterios ltraconazol Ketoconazol
(Mg/mL) (Mg/mL)

Sensible <0.125 <0.125

Dosis Dependiente 0.25-0.5 0.25-0.5

Resistente >1 >1

Al no existir criterios de resistencia y sensibilidad aprobados por el NCCLS para
Candida spp en medio RPMI1640 frente a nistatina y clotrimazol se asumio para la
nistatina el criterio propuesto por Kuriyama et al. segun el cual, una cepa es
resistente cuando crece a una concentracion de este antifuzgi¢6ug/mL y

sensible cuando lo hace concentraciones inferiores a 16ug/mL. Para el clotrimazol,
no existen reportes internacionales con estos criterios y solo se expresan los valores

de CMI encontrados, sus rangos y medias geométricas (Kuriyama et al., 2005).

[11.12.- Analisis estadistico.

Se utilizé andlisis univariado con media aritmética y desviacion estandar en variables
cuantitativas y el porcentaje en variables categoricas. Se utilizé andlisis bivariado
para relacionar dos variables entre si utilizando la prueba de Chi-cuadrado en
variables cualitativas. Para comparar mas de dos medias aritméticas se utilizo la
prueba de Andlisis de Varianza de un factor. En ambas se utilizé un nivel de
significacion del 5%.

Utilizando el programa estadistico Epilnfo version 5.01, se determinaron las medias
geométricas (MG) de los valores de las CMiIs obtenidos, el rango, las

concentraciones de los antifungicos capaces de inhibir el 50 y al 90 % de las cepas
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(CMlsp y CMIg respectivamente). Para el itraconazol y el ketoconazol se realizo el
calculo del coeficiente de correlacién de Pearson para evaluar la concordancia entre

las lecturas visuales y espectrofotométricas.

111.13.-Etica de la investigacion.

Cada paciente que integrd el estudio recibid la informacion pertinente sobre los
propositos cientificos y sociales de la investigacion. Predominaron los principios de
voluntariedad, beneficencia y confidencialidad en todos los aspectos de la
investigacion. Los individuos que estuvieron de acuerdo lo conciliaron firmando el
documento de consentimiento informado. Los procedimientos diagnésticos y
terapéuticos utilizados a lo largo del estudio son los aprobados en las normativas del
Consejo Nacional de México para la prevencion y control del SIDA (CONASIDA,
2000).



CAPITULO IV: RESULTADOS
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IV. RESULTADOS

El total de los pacientes investigado tuvo un promedio de edad de 34.97 afios,
distribuidos en 21 del sexo femenino y 76 del masculino. De ellos 42 tenian pareja
estable. La tendencia sexual predominante fue la heterosexual (56.7%), seguida de
la homosexual (24.7%) y la bisexual (18.5%).

En la tabla 1 se presentan las caracteristicas de los pacientes por grupo de

tratamientos:

Tabla 1
Caracteristicas de los pacientes por tipo de tratamiento realizado.
Grupos de tratamientos
Topicos Sistémicos
e : - Prueba ANOVA y
Caracteristicas Nl_sta- Clotrima- | Ketoco- | Itraco- Chi-cuadrado
tina zol nazol nazol
n =24 n=24 n =23 n =26
Edad
e Promedio 35.79 35.67 34.52 34.77 _ _
e Desviacion Estandar 13.240 12.737 9.125 7.665 F=0.0813;p>0.05
e Minimo 23 20 23 22
e Maximo 82 68 51 50
Sexo
e Masculino % 70.8 87.5 73.9 80.8 2 _
< Femenino % 29.2 125 26.1 192 | X =234Lp>005
Episodio de Candidiasis al recibir el tratamiento
e Primer episodio % 29.2 45.9 43.5 30.8
e De dos acuatro episodios % 50.0 33.3 39.1 53.8 2
X~ =3.225; p>0.05
e Cinco o més episodios % 20.8 20.8 17.4 15.4 P

Fuente: Investigacion realizada

La edad promedio de los grupos de tratamiento oscilé entre 34 y 35 afios con
edades minimas alrededor de 20-23 afios y maximas entre 50-82. Las diferencias
observadas no fueron estadisticamente significativas considerandose los grupos

homogéneos en cuanto a la edad (p> 0.05).

En todos los grupos de tratamiento predominé el sexo masculino. No hubo
diferencias estadisticamente significativas en el sexo por tipos de tratamiento, siendo

por tanto homogéneos los grupos para esta variable (p> 0.05).
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La cantidad de episodios de candidiasis al recibir el tratamiento presentd algunas
diferencias en los grupos de tratamiento, sin embargo estas no fueron significativas
(p> 0.05).

Tabla 2
Total de pacientes segln forma clinica de la Candidiasis y el tratamiento
Forma Clinica Ketoconazol | Itraconazol | Nistatina | Clotrimazol | Cantidad %
Pseudomenbrano 22 24 22 23 o1 93.8
sa

Eritematosa - 1 - 1 2 21
Mixta 1 1 2 - 4 4.1
Total 23 26 24 24 97 100

Fuente: Investigacion realizada

La gran mayoria de los pacientes presentd la forma pseudomembranosa que se

distribuyd uniformemente entre los cuatro grupos de tratamiento (tabla 2).

Tabla 3
Total de pacientes por manifestaciones clinicas y area afectada por Candidiasis
Asintomaticos Sintomaticos Total
Area afectada

n % n % n %
Extensa 17 45.9 33 55 50 51.6
Localizada 20 54.1 27 45 47 48.4
Total 37 38.1* 60 61.9 * 97 100.0

Fuente: Investigacion realizada

Nota: * Porcentaje calculado del total de la fila. El resto de los porcentajes calculados del
total de las columnas.

La mayoria de los pacientes eran sintomaticos, tres de cada cinco presentaron esa
condicion, refiriendo entre otros sintomas: dolor, ardor y dificultad para la ingestion.
El area afectada extensa predominé sobre la localizada en el total de pacientes. No
obstante, en los pacientes asintomaticos predominé la lesion localizada y sucedio lo

inverso en los sintomaticos (tabla3). Sin embargo, la muestra fue insuficiente para
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demostrar significacién estadistica en las diferencias observadas, (X* = 0.5050; p >
0.05).

La figura 1 muestra el resultado de los cultivos iniciales de las lesiones orales de los
97 pacientes involucrados en el estudio. EI 92% de los pacientes tuvieron Candida
albicans y el 8% otras especies de Candida. El andlisis de las especies identificadas
al finalizar los tratamientos fue en los 47 pacientes que no alcanzaron la cura
micolégica, se demostro que el 89.4 % de las mismas fueron C. albicans y que en 5
pacientes las especies iniciales (4 C. albicans y una Candida sp.) fueron
reemplazada por otras diferentes (C. lusitaniae, C. famata, C. guilliermondii, C.

parapsilopsis y C. albicans).

O C. albicans (92.1%) 0O Candida no albicans (7.9%)

OC. tropicalis

B C. glabrata
OCcC. urtilis

OC. parapsilosis
O Candida sp

OC. lusitaneae

Fig. 1.- Distribucion de las cepas encontradas segun las especies de Candida en los

aislamientos previos al tratamiento.
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Tabla 4

Distribucion de los pacientes por resultados clinico y micoldgico segun tratamiento utilizado.

Topicos Sistémicos Total
: : : acien I
Resultados nista- | clotri- | ketoco- | itraco- | © - Prueba Chi
tina mazol nazol nazol cuadrado
n=24 [n=24 n=23 n=26 | n=97
Cinicos
e Remision total % 12.5 25.0 21.7 154 18.6
¢ Notable mejoria % 50.0 37.5 43.6 42.3 43.3 )
X?=3.072; p > 0.05
e Moderada mejoria % 25.0 29.2 30.4 34.6 29.9
e Igual o peor % 12.5 8.3 4.3 7.7 8.2
Micolégico (cultivo)
e Negativo % 50.0 58.3 56.6 42.3 51.6 )
X =1.582; p>0.05
e Positivo % 50.0 41.7 43.4 57.7 48.4

Fuente: Investigacion realizada

Los tratamientos fueron exitosos desde el punto de vista clinico (tabla 4), con
remision total de los sintomas y signos o mejoria notable o moderada en el 91.8% de
los pacientes. Por tipo de tratamiento no se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas. El efecto de los tratamientos topicos se obtuvo en el 87.5% de éxito
con remision de los sintomas o mejoria con nistatina y con el clotrimazol el 91.7%.
Con los tratamientos sistémicos se obtuvo un éxito de los sintomas o mejoria en el

95.7% de los pacientes con ketoconazol y 92.3% con itraconazol.

El resultado micologico denoté que la mayoria tuvo cultivos negativos al final del
tratamiento y no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
empleados. Los tratamientos topicos presentaron un 50% de cultivo negativo con la
nistatina y un 58.3% con el clotrimazol. Con los tratamientos sistémicos se obtuvo

un 56.6% de mejoria con ketoconazol y un 42.3% con el itraconazol.

IV.2.- Estudios de susceptibilidad * in vitro”.

En las tabla 5, se presentan los rangos, medias geométricas, CMlsy y CMlgy de la
CMI de itraconazol, ketoconazol, clotrimazol y nistatina frente a las especies de

Candida, aisladas de los pacientes que no alcanzaron la cura micologica, antes de
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que iniciaran alguno de los cuatro esquemas de tratamientos (pre-tratamiento) y las

obtenidas una vez finalizados los mismos (post tratamiento).

Tabla b

Distribucion de los valores de CMI por antifungicos para las especies de Candida segin momento de su aislamiento.

Pre-tratamiento

Post-tratamiento

= (2]
Pardmetros de @ < g @ § g < §
sensibilidad para g [Elen oS S @ == == i i ==
PP Q2 o 2 © _ e n
cada antifungico a2 | © !l 2 B8 | 2 g S g
(ug-mL) Sc > 5= SE 2= 3= 6= 5=
o o S o . =) o <
Itraconazol
Rango 0.016-8 0.016* 0.016* 0.016-0.5 0.125* 0.016* 0.016* 0.032*
MG 0.018 - - 0.018 - - - -
MIC 5o 0.016 - - 0.016 - - - -
MIC oo 0.25 - - 0.064 - - - -
Ketoconazol
Rango 0.016-8 0.016 0.016 0.016-1 0.016 0.016 8 0.016
MG 0.010 - - 0.013 - - - -
MIC 5o 0.016 - - 0.016 - - - -
MIC g0 0.016 - - 0.016 - - - -
Clotrimazol
Rango 0.016-1 0.016 0.125 0.016-0.25 0.016 0.016 0.016 0.016
MG 0.018 - - 0.016 - - - -
MIC 5o 0.016 - - 0.016 - - - -
MIC g0 0.125 - - 0.064 - - - -
Nistatina
Rango 0.5-2 0.5 1 0.5-2 4 1 2 1
MG 1.19 - - 1.38 - - - -
MIC 5o 1 - - 1 - - - -
MIC 9o 2 - - 2 - - - -

Fuente: Investigacion realizada

* Cuando se trata de una cepa Unica, solo se refiere el valor absoluto de CMI

En los pacientes que no alcanzaron la cura micoldgica, los rangos de CMIs de

itraconazol y ketoconazol para las cepas de C. albicans aisladas antes de iniciar los

tratamientos fueron mas amplios (0.016-8ug/mL) que los correspondientes a los

aislamientos de esa

misma especie obtenidos al finalizar los esquemas de

tratamiento (0.016-0.5ug/mL) para itraconazol y (0.016-1ug/mL) para ketoconazol,

pero los valores de MG, CMlsp y CMICgqo fueron similares entre los dos grupos para

ambas drogas. Para el resto de las especies los valores de CMIs de ambas drogas

fueron bajos, con la Unica excepcién del de ketoconazol frente a una cepa de C.

famata, obtenida al finalizar el tratamiento en uno de los pacientes que recibid

nistatina, que alcanzo el valor de 8ug/mL.
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Los rangos de CMiIs de nistatina para las cepas de Candida albicans, fueron
similares (0.5-2 pug/mL) entre ambos grupos asi como los valores de las medias
geométricas, CMlsg y CMlgo correspondientes. Para el total de las cepas el rango de
CMI a esta droga fue de 0.5-4 yug/mL y entre todas las especies identificadas,
Candida lusitaniae mostré el mayor valor absoluto de CMI de nistatina para un
aislamiento (4 pug/mL). Para el clotrimazol, el rango de CMI frente a los aislamientos
de Candida albicans, obtenidos antes de iniciar los tratamientos, fue mayor (0,016-
1pg/mL) que el obtenido para los aislamientos post-tratamiento (0.016-0.025) pues
una cepa de esta especie mostro el mayor valor absoluto de CMI de clotrimazol para
un aislamiento. Sin embargo los valores de MG, CMIlsy y CMIg fueron similares entre

ambos grupos.

En la tabla 6 se presentan los resultados de los estudios de susceptibilidad “in vitro™,
expresados en los valores de rangos, medias geométricas, CMIso y CMlgo de la CMI
de itraconazol, ketoconazol, clotimazol y nistatina frente a los aislamientos obtenidos
de los pacientes que alcanzaron la cura micoldgica, En este caso, solo se estudio
el comportamiento de cada cepa frente al antifungico que fue utilizado como

tratamiento en el paciente del cual fue aislada.

Tabla 6 Parametros de susceptibilidad de los aislamientos obtenidos de los pacientes con
cura micolégica por antifangico

e , : CMI (pg/mL)

Antifangico Género y especie R G CMIes Mo
C. albicans 0.016-0.032 0.011 0.016 0.032

ltraconazol (n=9)
C. tropicalis 0.016 - - -
(n=1)
C. lusitaniae 0.016 - . -
(n=1)

Ketoconazol C. albicans 0.016-0.064 0.016 0.016 0.064
(n=11)
C. tropicalis 0.016 - - -
(n=1)
C. parapsilopsis 0.016 - - -
(n=1)

Clotrimazol C. albicans 0.016-1 0.019 0.016 0.032
(n=13)
C. utilis 0.125 - - -
(n=1)

Nistatina C. albicans 1-2 1.166 1 2
(n=11)
Candida sp. 1 - - -
(n=1)

Fuente: Investigacion realizada
* Cuando se trata de una cepa Unica, solo se refiere el valor absoluto de CMI
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La tabla 7 muestra un analisis similar al de la tabla anterior, pero solo para las
cepas de C. albicans que se aislaron de los pacientes que no alcanzaron la cura
micoldgica antes de que comenzaran sus esquemas de tratamiento. Al igual que en
la tabla anterior, cada aislamiento fue evaluado solo, frente al antimicético que se

utilizé para tratar al paciente del que se aislo.

Al observar los valores de la MG y la CMI5p de cada antifungico por separado frente
a las cepas de C.albicans aisladas de los pacientes que alcanzaron cura micologica
(tabla 6) y compararlos con sus correspondientes valores frente a las cepas de esta
misma especie obtenidas de los pacientes que no alcanzaron cura micoldgica (tabla
7) vemos que son casi idénticos. Para Itraconazol y ketoconazol los valores del

rango y la CMlgy son més elevados en este ultimo grupo

Tabla 7 Parametros de susceptibilidad de las cepas de Candida albicas
aisladeas antes de iniciar los tratamientos de pacientes que no alcanzaron la
cura micolégica.
CMI (pg/mL)
Antifingicos Rango MG CMilsg CMilgg
Itraconazol 0.016-1 0.013 0.032 0.25
(n=13)
Ketoconazol 0.016-8 0.011 0.016 8
(n=9
Clotrimazol 0.016 0.016 0.016 0.016
(n=9
Nistatina
(n = 12) 1-2 1.14 1 2
Fuente: Investigacion realizada
A B
100% 7 100% ||
80%1 || 80% 1" ||
60% 60% i O Resistente
10% 1 40%- | O Dosis Dependiente
I O Sensible
20% 20%1" |
0% i ) 0%
Itraconazol Ketoconazol

Itraconazol Ketoconazol

Figura 2.- Porcentajes de susceptibilidad frente a itraconazol y ketoconazol antes del

tratamiento (A) y después del tratamiento (B) del total de cepas estudiadas.
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Del total de cepas estudiadas (fig. 2), solo 3 (todas C. albicans) mostraron
resistencia frente al itraconazol y 4 (3 C. albicans y 1 C. famata) al ketoconazol, para
un 3.1 % y 4.0 % de cepas resistentes respectivamente. Otros 5 aislamientos (5.2
%), todos C. albicans, quedaron clasificados dentro de la categoria “susceptible
dosis-dependiente” (SDD), para el itraconazol. Para la nistatina no se detectaron
cepas resistentes y para el clotrimazol no estan disponibles los valores de

susceptibilidad in vitro que permitan realizar ese analisis para los aislamientos.

En la Fig 3, se presenta el coeficiente de correlacion estimado mediante la
formulacion de Pearson el cual demostré una alta concordancia entre la lectura
visual y espectrofotométrica para el ketoconazol, en tanto que el valor obtenido para

el itraconazol fue inferior.

Itraconazol Ketoconazol
15 15
R =0,63 1] . R=0,94 1A
05 1 0,5 /

a/ 015 ! 3

Figura 3.- Coeficiente de correlacion de Pearson entre las lecturas visual y

espectrofotométricas de los valores de CMI de itraconazol y ketoconazol.
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V. DISCUSION
V.1 Aspectos Clinicos, microbiolégicos y terapéuticos.

La relacion entre la candidiasis bucal y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
es tal, que esa afeccion se considera un importante marcador de progresion de la
infeccion viral. Con la evolucion de la enfermedad de base, se incrementan
considerablemente la recurrencia y la recidiva de los episodios de candidiasis
orofaringea, lo anterior, obliga a la administracién reiterada de antifingicos e incluso,
en ocasiones, a su prescripcion profilactica. Esa utilizacion frecuente e inevitable de
los antifungicos, con el riesgo de aparicion de cepas resistentes y de episodios
clinicos refractarios que genera, son un estimulo al desarrollo de estudios locales
gue permitan conocer, para una poblacién dada, la capacidad de resolucién de los
episodios clinicos de las diferentes antifangicos disponibles (Fichtenbaum vy
Powderly, 1998).

En el periodo 1995-2003 se notificaban en el estado de Puebla, 1122 casos
seropositivos al VIH. En todo el pais, la distribucion por sexo y edad, de los casos
adultos acumulados al cierre del 2005, fue de un 83.2% para el masculino y de un
16.8% para el femenino y el grupo de edad mas afectado fue el comprendido entre
15 y 45 afos con el 78.8% de los casos. Por categoria de transmision, en el 2003,
afio en que se desarroll6 este trabajo, la distribucion reportada por el Consejo
Nacional para la Prevencibn y Control del VIH/SIDA fue del 56.3% en
heterosexuales, 24.8% en homosexuales y de un 18.8% en bisexuales. Los datos
referidos permiten afirmar que las caracteristicas demograficas generales (edad
promedio, sexo y tendencias sexuales) de la poblacion objeto de estudio se
correspondié con las de la poblacion afectada por VIH+/SIDA en México y su
distribucion (Tabla 1) fue homogénea entre los cuatro grupos de tratamiento
(CONASIDA, 2005).

Entre los aspectos clinicos de mayor interés, es de destacar que en esta casuistica,
el franco predominio de la forma pseudomembranosa lo que la diferencia de algunos
trabajos en los que predomina, o tiene elevado porcentaje de presentacion la forma
eritematosa (Wilson y Aguirre, 1997; Robinson et al., 1997) pero coincide con
otros en los que es esta forma de presentacién la que prevalece (Ranganathan et
al., 2004; Campo et al., 2002).
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De particular interés resulta un trabajo, de Sanchez-Vargas et al., realizado
recientemente en México, que sefala 2.6% de los casos con la forma eritematosa,
10.5% de la mixta (eritematosa + pseudomembranosa) y el 84.2% de los casos con
la pseudomembranosa haciendo referencia a un trabajo previo, en la misma
poblacion, con un 97.4% de prevalencia para esta ultima forma de presentacion
(Sdnchez et al., 2005). Lo anterior sugiere la posible existencia de variaciones

regionales en la forma de presentacion de la candidiasis oral.

Como se aprecia en este estudio, la mayoria de los casos no refirieron sintomas
acompafnantes y entre los sintomaticos (dolor, ardor y dificultad para la ingestion), la
mayoria tuvo lesiones extensas. La candidiasis oral suele cursar con escasos
sintomas y cuando estos estan presentes, predominan los referidos en esta

casuistica (Aguirre Urizar, 2002; Ellepola'y Samaranayake, 2000).

El franco predominio de Candida albicans como principal agente etiolégico de la
candidiasis bucal, en el curso de la infeccion por el VIH y casos con SIDA, ha sido
constante en todos los estudios realizados aunque su frecuencia varia, como
promedio, entre un 50% y mas del 90% segun las diferentes poblaciones objetos de
estudio (Ellepola y Samaranayake, 2000; Priscilla et al., 2002; Hung et al., 2005).
En México un estudio reciente describe esa especie en el 83.5% de los aislamientos
(Sanchez et al., 2005).

En general, estos resultados son similares a los publicados por otros autores
quienes demuestran un mayor porcentaje de aislamiento de C. albicans a partir de
lesiones de la cavidad oral especialmente en pacientes inmunosuprimidos. En Cuba,
Moran y Ferreiro, describieron las especies de levaduras aisladas en 34 pacientes
SIDA con signos y sintomas de candidiasis oral e identificé a C. albicans en el 83%
de los aislamientos, seguida de C. kefyr (7%), C. tropicalis (5%) y C. krusei (5%). Por
su parte, Martinez. et al. encuentran valores inferiores de C. albicans (54.1 %) a
expensas del incremento de otras especies como C. tropicalis (8.1 %) y C krusei (5.4
%) (Martinez et al., 1997; Moran y Ferreiro, 2001).

Apoyados en datos de publicaciones de otros paises, como los del estudio
multicéntrico prospectivo desarrollado en Brasil en 130 pacientes con SIDA vy

candidiasis oral que reporta cifras muy similares a las encontradas en este trabajo
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para C. albicans (91 %) o el trabajo de Hung et al. en Taiwan quienes reportan
porcentajes de aislamiento de C. albicans del 91%, 86%, y 85.2% para los afios
1999, 2001 y 2002 respectivamente, pensamos que una posible explicacion a estas
variaciones en los porcentajes de aislamientos de C. albicans pudiera relacionarse,
como ha sido sugerido por otros autores, con diferencias regionales de las

poblaciones objetos de estudio (Priscilla et al., 2002; Hung et al., 2005).

Lo anterior, no es solamente valido para areas geogréficas diferentes sino que estas
variaciones pueden estar presentes en el mismo pais e incluso en la misma Ciudad.
En México por ejemplo, a pesar de existir pocos estudios que reporten la
identificacion de levaduras en la cavidad oral de pacientes VIH/SIDA, es posible
encontrar diferencias significativas en los porcentajes de Candida aisladas. Asi,
Hernandez et al. reportan en su trabajo, realizado en un hospital regional del
Distrito Federal en el 2003, porcentajes de aislamientos, para las diferentes
especies de Candida, muy similares a los que se reportan en el resto del mundo:
68.5 % para C. albicans, 8.57 % para C. parapsilosis, 5.71 % para C. kruseii y 2.85%
para C. glabrata, C. tropicalis y C. lipolitica. Sin embargo, en un estudio publicado
por Sanchez-Vargas et al. en el 2005 , en poblaciéon del mismo Distrito Federal,
ellos encuentran a C. albicans como agente etioldgico del 84.2% de los episodios de
candidiasis oral en los pacientes VIH/ SIDA estudiados (Hernandez et al., 2003;
Sanchez et al., 2005).

Dado los antecedentes de infeccion por C. dubliniensis en pacientes seropositivos al
VIH, y la distribucion mundial de dicho microorganismo, en el presente trabajo se
realizaron las pruebas fisiol6gicas y bioquimicas establecidas para su identificacion
(Sullivan et al, 1997; Gutierrez et al.,, 2002). No obstante, ninguno de los
aislamientos se identific6 como perteneciente a esta especie. Resultados similares
se reportan en mdultiples estudios a escala mundial, en particular en aquellos que
solo utilizan los procedimientos fenotipicos para la identificacion presuntiva de esta
especie. Es conocido que estos procedimientos son controvertidos, por las
variaciones que ofrecen sus resultados, y que en la actualidad, la mayoria de los
expertos recomiendan los métodos moleculares para la identificacion definitiva de
Candida dubliniensis. (Sanchez et al., 2005; Priscilla et al., 2002; Hung et al., ;
2005 Costa et al, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Costa%20CR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
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Entre los aislamientos post- tratamiento, también predominé la especie C. albicans
(43 de 47). En cinco pacientes, la especie aislada al finalizar los tratamientos fue

diferente de la reportada antes de iniciar los mismos.

Vargas y Joly (2002), al realizar un detallado analisis de diferentes estudios
publicados, concluyeron que la relacidn genética entre las cepas obtenidas de
pacientes con episodios recurrentes de candidiasis bucal, se expresa a través de
uno de cuatro escenarios o posibilidades con franco predominio de los 2 primeros:

1. La misma cepa es la responsable de los diferentes episodios y se mantiene sin

variaciones genéticas

2. La misma cepa es la responsable de los diferentes episodios aunque

experimenta pequefias variaciones en el genotipo

3. La cepa original es remplazada por otra cepa, de la misma especie, en algun

episodio de recurrencia

4. La especie infectante es remplazada por otra especie no relacionada en algin

episodio

Siguiendo lo notificado por estos autores y los resultados obtenidos por Mayasaki et
al. (1992) que demuestran que la candidiasis bucal recurrente, en pacientes
seropositivos al VIH, es generalmente causada por una misma cepa persistente y
Unica para cada paciente, existen grandes posibilidades que la mayoria de las cepas
de C. albicans no fueron erradicadas con los tratamientos y sean las mismas que
ocasionaron el cuadro clinico inicial, aunque es imposible descartar que, al menos
para algun paciente, se pudiera presentar el reemplazo de su cepa por otra de la

misma especie.

Para los casos en que se presentd reemplazo de la cepa original por una de otra
especie, la misma pudiera tener al menos dos origenes: uno, que el paciente
sufriera una nueva infeccién durante el periodo de tratamiento por una cepa exoégena
y el otro, que ambas coexistieran en la cavidad bucal desde un inicio, pero solo una
fuera identificada. Esta ultima variante tendria mayores posibilidades pues es de
conocerse que el principal origen de los episodios de candidiasis bucal es endégeno

y que los pacientes VIH/SIDA presentan colonizacion simultanea de la cavidad bucal
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por mas de una especie de Candida con una frecuencia superior a la de los

individuos sanos (Sanchez et al., 2005; Priscilla et al., 2002).

Priscilla et al. en su estudio multicéntrico, analizaron 142 aislamientos obtenidos de
130 pacientes seropositivos al VIH con candidiasis oral, y demostraron que, en el
momento del muestreo, 11 de dichos pacientes albergaban mas de una especie de
Candida en sus lesiones o diferentes serotipos de C. albicans, (Priscilla et al.,
2002). Por su parte Walmsley et al.,, reportaron el aislamiento de 2 especies

diferentes en 7 de 90 pacientes con cultivos positivos (Walmsley et al., 2001).

El medio de cultivo de Agar Dextrosa de Sabouraud, empleado en este trabajo por
ser el mas utilizado para el aislamiento primario de hongos filamentosos y levaduras
a partir de muestras clinicas, tiene entre sus inconvenientes el no permitir una buena
diferenciacion inicial de las especies de levaduras, lo que trae como consecuencia
que al seleccionar una colonia para las pruebas de identificacion, lo mas probable es
gue se corresponda con la especie mas abundante en la muestra, que generalmente
es Candida albicans . Esta limitacion, lleva a algunos autores a sugerir la utilizacion
de medios de cultivos diferenciales como el Agar Sabouraud Trifeniltetrazolium o
mas recientemente el CHROMagar Candida para los aislamientos iniciales
(Williams y Lewis, 2000).

En lo referente a la cura clinica y los resultados de los estudios micolégicos, se ha
demostrado que las cepas de Candida que colonizan la cavidad bucal de los
pacientes seropositivos al VIH, pueden incrementar progresivamente su cuantia
hasta alcanzar niveles que hacen manifiesto el cuadro clinico de candidiasis bucal y
qgue, aun después de un tratamiento clinicamente exitoso, que erradique todos los
sintomas y signos de la enfermedad, pueden permanecer en cuantia detectable
mediante cultivo micolégico. Por lo que un cultivo positivo después de un

tratamiento, no significa necesariamente fracaso terapéutico. (Vargas y Joly, 2002).

El concepto de cura clinica es controvertido, pero la mayoria de los autores incluyen
en ese andlisis a todos los pacientes con evolucion favorable a un antimicotico dado
(cura total + mejoria) por lo que se puede decir, que en este estudio predominaron
los pacientes que obtuvieron cura clinica sobre los que obtuvieron la micoldgica.
Discrepancia entre los resultados de cura clinica y micolégica sefiala para la
totalidad de los antifungicos utilizadas en el tratamiento de la candidiasis bucal. Un
ensayo terapéutico que compara clotrimazol con fluconazol durante 14 dias de
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tratamiento describe 85% de cura clinica para clotrimazol y 48% de cura micoldgica.
Otro trabajo compara itraconazol (200mg/dia) con ketoconazol (100 mg/dia)
seflalando 71% de cura clinica para el primero y 60% para el segundo, mientras la
cura micolégica fue del 62% y 63%, respectivamente (Bonito et al., 2002).

Dos estudios recientes, en enfermos con SIDA y candidiasis bucofaringea, el
itraconazol tuvo una actividad micoldgica similar al fluconazol (35%) y la respuesta

clinica fue del 90% para ambos (Del Palacio et al., 1999).

Finalmente Linpiyawan et al comparan, en un ensayo clinico, la eficacia y la
asociacion de efectos secundarios de la administracion del itraconazol, en
suspension oral, y del clotrimazol topico para el tratamiento de la candidiasis
orofaringea en pacientes seropositivos al VIH y reportan un 73.3% de cura clinica
para el clotrimazol y un 66.7% con el itraconazol y concluyen que ambos
medicamentos fueron similares en eficacia y seguridad no existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos en lo referente a la evolucion

clinica ni a los resultados de los estudios micologicos (Linpiyawan et al.,2005)..

V.2 Estudios de susceptibilidad in vitro.

Las pruebas de susceptibilidad in vitro fueron concebidas inicialmente para medir la
sensibilidad frente a los agentes antibacterianos (Rex, Pfaller y Yu., 2001). No
obstante, con la aparicion de las primeras cepas de C. albicans que no respondian a
los tratamientos antimicéticos, surgio la necesidad de extrapolar el soporte cientifico
de las mismas al campo de la Micologia. Idealmente, estas pruebas deben proveer
una medida real de la actividad relativa de uno o mas agentes antifungicos, predecir
la probable respuesta a la terapia, asi como proveer un medio para el monitoreo del
desarrollo de resistencia en una poblacion normalmente susceptible o pronosticar el
potencial terapéutico de nuevos agentes en investigacion (NCCLS, 2002; Hsueh et
al., 2005). Estos estudios contribuyen a la seleccion de la mejor alternativa de
tratamiento reduciendo al minimo la posibilidad de que ocurra un fallo terapéutico

(Berrouane et al., 1999).

Un analisis de los valores de MG, CMlsg y CMlgy de los cuatro antifiUngicos
estudiados frente a la totalidad de los aislamientos, como el que se representa en las
tablas 5, 6 y 7, sugiere, de manera general, la existencia de elevados porcentajes de
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sensibilidad in vitro de los aislamientos, independientemente del momento (pre o
post tratamiento) de su obtencion. Al relacionar los valores de CMI obtenidos con los
puntos de corte para considerar una cepa como resistente frente a itraconazol o
ketoconazol, que son los criterios aprobados por el CLSI y que rigen la casi totalidad
de los estudios internacionales que se desarrollan sobre esta tematica, se pudo

confirmar muy bajos porcentajes de resistencia para esos antifungicos.

Frente a la nistatina, con el valor de corte asumido (= 16ug/mL) que fue extrapolado

de otros estudios internacionales, ningun aislamiento se comportdé como resistente.

Los porcentajes de cepas resistentes a Itraconazol y ketoconazol son muy variables
en los numerosos estudios publicados sobre el tema. Un estudio similar a este, que
evalla la susceptibilidad in vitro frente al itraconazol y al ketoconazol, de 140
aislamientos de Candida procedentes de pacientes seropositivos al VIH con
episodios de candidiasis oral, desarrollado por Ceballos et al., reporta 1.7 %y 2.4 %
de resistencia frente a uno y otro antifingico respectivamente (Ceballos et al.,
1999). Por su parte, Carrillo-Mufioz et al. estudian un mayor nimero de aislamientos
(181), y encuentran un 8.8 % de resistencia al itraconazol y un 17.7 % al ketoconazol
(Carrillo-Muiioz et al., 1997).

Se ha descrito como resistencia intrinseca o innata, aquella que presentan todas las
cepas de una misma especie fangica; mientras que la resistencia primaria ocurre
cuando aparecen de forma espontanea cepas resistentes en una especie
normalmente sensible a un determinado medicamento. En ambos casos, la
resistencia se desarrolla, sin haber estado en contacto previo con el antifingico. Por
su parte, la resistencia secundaria o adquirida aparece después de la exposicion a
los antimicoéticos y puede ser debida a alteraciones fenotipicas o genotipicas que se
manifiestan de forma estable o transitoria ( Johnson et al., 1995; Revankar et
al.1996).

Las cepas que mostraron resistencia en este estudio fueron siete en total, seis C.
albicans y una C. famata (4 al ketoconazol y 3 al itraconazol). De las C. albicans
cinco cepas fueron aisladas antes de iniciar los tratamientos y la otra al igual que la
C. famata se aislaron al finalizar los mismos, de pacientes que no alcanzaron la cura

micolégica. Para la especie Candida albicans no se reconoce la existencia de
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resistencia intrinseca frente a los azoles. Ese tipo de resistencia se ha descrito para
otras especies de Candida, en particular C. glabrata y C. krusei y muy especialmente

frente al fluconazol (Pfaller et al., 2006).

Cuatro de las cinco cepas de C. albicans obtenidas antes de iniciar los tratamientos
fueron aisladas de pacientes que cursaban con su primer episodio de candidiasis
bucal. Esto hace pensar en la posibilidad de que fueran portadoras de una
resistencia primaria, debido a que en esos pacientes no se recogia antecedentes de
tratamientos previos. Otras dos cepas eran, posiblemente, portadoras de resistencia
secundaria o adquirida pues las mismas se aislaron de pacientes con episodios
previos de candidiasis oral (uno en el cuarto y el otro en el quinto episodio) y ambos
habian recibido tratamiento previo con itraconazol y ketoconazol. Finalmente, C.
famata se aislé del exudado final de un paciente tratado con nistatina, que no
alcanzé la cura micologica. Esa especie reemplazé a una Candida albicans que
habia sido aislada inicialmente de ese paciente por lo que debe ser portadora de

una resistencia secundaria.

Como se comentd en los resultados, solo 2 cepas, ambas C. albicans, mostraron
resistencia cruzada frente a itraconazol y ketoconazol. Esos aislamientos se
obtuvieron de pacientes que recibieron posteriormente esas mismas drogas como
esquema de tratamiento. La resistencia cruzada entre azoles ha sido ampliamente
abordada en la literatura médica y puede ser inducida aun, tras cortos periodos de
tratamiento (Goldman et al., 2000; Magill et al.,. 2006). Marr, describi6 el desarrollo
de resistencia cruzada entre el ketoconazol y el itraconazol en 14 de 87 aislamientos
de Candida, de los cuales 4 mostraron reduccion de la susceptibilidad al voriconazol
y plante6 que la profilaxis con las drogas azolicas, pudiera contribuir a la emergencia

de levaduras menos susceptibles (Marr, 2004).

En el caso de la nistatina, y segun el criterio de cepa resistente adoptado para este
trabajo (crecimiento a una concentracion >16 pg/mL), todas las cepas estudiadas,
independientemente de la especie o el momento de su aislamiento se comportaron

como sensibles.
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En los pacientes que fueron tratados con drogas diferentes de nistatina (azoles) y
gue no alcanzaron cura micoldgica, la exposicion de las cepas a esos medicamentos
durante el tratamiento, no indujo en ellas, modificaciones detectables en sus
patrones de susceptibilidad para la nistatina. Lo anterior se puede inferir porque
frente a C albicans, tanto para los aislamientos iniciales como para los post
tratamiento, los rangos de CMI, de esa droga, y la media geométrica de sus valores
fueron similares y porque la CMlyg para ambos grupos fue la misma (2 ug/mL)(Tabla
5). Los reportes de resistencia cruzada entre azoles se comentaron anteriormente;
Sin embargo, aunque se reporta con menor frecuencia, también se ha documentado
gue la exposicion a los azoles puede inducir resistencia a la anfotericina B, que es

un antifangico del mismo grupo que la nistatina (Vasquez.et al. 1998).

De las otras especies, Candida lusitaniae mostro el mayor valor absoluto de CMI de
nistatina para una cepa (4 pg/mL). Aunque ese valor no es expresion de resistencia,
es oportuno destacar que entre el 5y 20 % de los aislamientos de esa especie son
resistentes a la anfotericina B (Krcmery y Barnes, 2002).

Al analizar el comportamiento de las cepas obtenidas de los pacientes que
recibieron tratamiento con nistatina es de destacar que para todos los aislamientos
iniciales, independientemente de que procedieran del grupo de pacientes que
alcanzaron cura micoldgica o no (tablas 6 y 7), los rangos de CMI fueron idénticos y
las medias geométricas de sus valores fueron muy similares. Lo mismo sucedio al
comparar los aislamientos obtenidos antes y después del tratamiento de los
pacientes que no alcanzaron su cura micoldgica (tabla5). Por lo que se puede
afirmar, que la no erradicacion de esas cepas durante el tratamiento no fue
expresion de que las mismas fueran resistentes a la droga utilizada. Como
mencionamos anteriormente, un cultivo positivo después de un tratamiento, no

significa necesariamente fracaso terapéutico. (Vargas y Joly, 2002).

Resultados muy similares a los de este trabajo son reportados por Kuriyama et al. en
el 2005 en un estudio realizado en Inglaterra en el que evallan la susceptibilidad in
vitro de 618 aislamientos de diferentes especies de Candida, incluidas 362 obtenidas
de episodios de candidiasis bucal, a los siete antifungicos mas utilizados mediante la
metodologia del NCCLS . Ellos encuentran que la totalidad de los aislamientos

fueron sensibles a nistatina y que los valores de CMlgy fueron de 1 ug/mL para C.
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albicans, C. tropicalis y Candida spp. y de 2 pg/mL para las especies de C. glabrata,

C. krusei y C. parapsilosis (Kuriyama et al., 2005).

Otro estudio desarrollado en Sudafrica en 554 aislamientos de levaduras (330
procedentes de la cavidad bucal de pacientes VIH /SIDA) que utiliza la metodologia
del NCCLS reporta que todos los aislamientos fueron sensibles a nistatina pero
obtienen rangos de CMI de la droga mas elevados que los reportados en este
trabajo (4-8 pg/mL). Estas diferencias pudieran, al menos en parte, estar
determinadas por las politicas de utilizacion del medicamento en diferentes regiones
(Blignaut et al., 2002).

En el Laboratorio de Micologia del IPK, también se han desarrollado trabajos previos
en los que se ha evaluado la susceptibilidad in vitro de diferentes especies de
Candida a nistatina mediante un micrométodo, similar al utilizado en este trabajo,
pero con la diferencia de que el medio de cultivo utilizado no fue el RPMI. En uno de
esos estudios las cepas fueron obtenidas mediante exudados vaginales y las CMlgg
de nistatina para los aislamientos de Candida albicans fue de 2 pg/mL, con rango de
0.125-4 ug/mL. EI otro estudio fue realizado con cepas procedentes de la cavidad
bucal de pacientes con SIDA y el rango de CMI para esa misma especie fue de
0.125 -2 pg/mL y la CMIgy de 2 ug/mL. En general, los resultados de estos 2 trabajos
son muy similares a los reportados en este estudio. Todas las cepas resultaron ser
sensibles a la nistatina, y las pequefias diferencias en rangos pudieran estar
asociadas a mdultiples factores entre los que se pudieran destacar el uso de un
medio de cultivo diferente, el sitio de procedencia de las cepas y las diferencias
entre las poblaciones objeto de estudio (Ferndndez et al., 2001; Llovera y
Fernandez, 2003).

En el caso del clotrimazol, como hemos mencionado no existen puntos de corte para
valorar las cepas estudiadas como sensibles o resistentes por lo que los autores
hacen referencia a los valores absolutos de CMI de este antifungico frente a los
diferentes aislamientos, asi como a sus rangos y valores de CMlso y CMlgo. En el
trabajo antes referido de Blignaut et al., se presentan los resultados de los estudios
de susceptibilidad in vitro frente a clotrimazol de 466 cepas de C . albicans y reporta
un rango de valores para la CMI de 0.07-1pg/mL, una media geométrica de
0.015pg/mL y una CMiso de 0.015 pg/mL.
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Como se puede observar en la tabla 5 esos valores son casi idénticos a los
obtenidos en este estudio. Un trabajo previo en el IPK, que estudid la
susceptibilidad de aislamientos vaginales de C. albicans frente a clotrimazol, reporta
valores de MG (0.16ug/mL), rango (0.125-2ug/mL) y de CMlsp (0.125ug/mL) mas
elevados que los obtenidos en este estudio. Estas diferencia podrian explicarse, al
menos en parte, por la utilizacién de caldo casitona como medio de cultivo en ese
estudio en lugar del RPMI. La incidencia del medio de cultivo utilizado sobre los
valores absolutos de CMI es un aspecto bien conocido de la estandarizacion de
estas pruebas (Rex et al., 2001).

La lectura e interpretacion de las pruebas de susceptibilidad a los azoles, suele ser
una de las fuentes de variabilidad de los resultados tanto intra como interlaboratorio.
Para estos antifungicos, las levaduras mantienen cierto grado de crecimiento
residual en las concentraciones superiores a la CMI. A este crecimiento se le
denomina “cola de crecimiento” y se presenta sobre todo en cepas de C. albicans y
Candida tropicalis (Carrillo Muiioz et al., 1994). Debido a esto, durante la lectura
visual puede existir cierta incertidumbre en algunos casos, por lo que se utiliza,
como herramienta adicional, la lectura espectofotométrica a 405nm (maxima
absorbancia del medio) para poder esclarecer los resultados dudosos obtenidos

previamente.

Resultados similares a los obtenidos para el ketoconazol, han sido publicados por
otros autores de reconocido prestigio en esta tematica con coeficiente recorrelacion

de 0.97 entre ambos tipos de lecturas (Barchiesi et al., 1994; Rodero et al., 1995).

A pesar de obtener una menor correspondencia entre las lecturas evaluadas para el
itraconazol, es importante destacar, que las cepas resistentes y sensibles obtenidas
visualmente confirmaron su resultado espectrofotométricamente, hecho de gran
importancia pues indica la fiabilidad de este tipo de lectura, que es la recomendada

por la metodologia del el CLSI.

Los 18 pacientes con remision total (tabla 4), tuvieron cultivos micolégicos negativos
al finalizar sus tratamientos, a diferencia de los 8 pacientes sin mejoria que todos
mantuvieron cultivos positivos. Sin embargo, ninguna de las pocas cepas que

mostraron resistencia in vitro se incluyé en este Gltimo grupo de pacientes sino que
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se distribuyeron entre aquellos con notable o moderada mejoria. Es conocido que la
aparicion de resistencia a los antifungicos puede depender de factores clinicos y
microbioldgicos. Una infeccion persistente a pesar de la administracion de un
antifangico a dosis méaximas se puede describir como clinicamente resistente al
agente terapeéutico. No obstante, el microorganismo responsable de la infeccion
puede mostrar in vitro una sensibilidad normal a la droga o lo contrario, cepas
resistentes in vitro a un antifingico dado pueden obtenerse en pacientes que logran

resolucion clinica de su cuadro con ese medicamento (Sanglard, 2002).

Son multiples las causas que pueden explicar un fracaso terapéutico entre las que
se destacan: La infeccidbn por una cepa resistente a la antimicético utilizado,
pacientes que no realizan adecuadamente los tratamientos, absorcion inadecuada
del medicamento, interaccion con otros farmacos y finalmente, factores asociados al
hospedero, entre los que sobresale, el grado de inmunosupresion (Fichtenbaum y
Powderly, 1998).

En resumen, en el presente estudio los tratamientos tdpicos (clotrimazol y nistatina)
y los sistémicos (ketoconazol e itraconazol) mostraron un comportamiento similar en
cuanto a los porcentajes de cura clinica y cura micoldgica inducidos en los
pacientes, a pesar de encontrase muchos de ellos en un episodio de recidiva de su

cuadro de candidiasis orofaringea (tabla 1).

Los tratamientos, tOpicos y sistémicos, utilizados para episodios de candidiasis oral
son muchos y han sido recomendados por Comités de expertos (Pappas et al.,
2004). Sin embargo, es importante desarrollar estudios locales que se adapten a las
realidades de cada regién o pais antes de extrapolar lo normado internacionalmente.
Este estudio permite recomendar, sobre una base cientifica, una mayor utilizacién
de los tratamientos tépicos en Puebla , sobre todo considerando su mayor inocuidad,
facil administracion y menor costo y reservar las drogas sistémicas para aquellos
casos en que se haya demostrado fracaso terapéutico con los tratamientos topicos
0 que por la gravedad del cuadro, se requiera de una conducta mas enérgica por la
posible existencia de formas graves asociadas (esofagicas) o en los que la
frecuencia de las recidivas interfieran con el bienestar del paciente. Lo anterior, ha
sido por autores que sugieren que los antifungicos topicos se consideren como la

primera linea terapéutica para tratar los episodios iniciales o recurrentes de
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candidiasis orofaringea no complicada y que los azoles para uso sistémico se
reserven para los casos que no responden a los tratamientos tépicos. (Powdery et
al., 1999).



CAPITULO VI: CONCLUSIONES
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VI. CONCLUSIONES:

1.-Escasa sintomatologia o ausencia total de sintomas subjetivos y extension
variable fueron caracteristicas de la candidiasis oral, la cual adoptd, casi
exclusivamente, la forma clinica pseudomembranosa en los pacientes VIH/SIDA en
el Estado de Puebla, México.

2.-Candida albicans predominé ampliamente, sobre las otras especies, como agente
etioldgico de la candidiasis bucal en los pacientes seropositivos al VIH y casos SIDA
estudiados.

3. -Con todos los antifungicos, administrados segun las normas de CISIDA, México
se obtuvieron elevados porcentajes de cura clinica y los tratamientos tépicos fueron

tan efectivos como los sistémicos para alcanzar la cura micologica.

4.-Los valores de CMI de los cuatro antifangicos frente a la poblacion de especies de
Candida estudiadas, fueron bajas, como se puede inferir al analizar los valores de

sus medias geométricas.

5.-La inmensa mayoria de los pacientes alcanzaron la cura clinica, lo cual esta en
correspondencia con los bajos porcentajes de cepas resistentes detectadas en los

estudios de susectibilidad “in vitro".



CAPITULO VII: RECOMENDACIONES
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VIl. RECOMENDACIONES:

1.-Considerando el costo beneficio para los pacientes, la ausencia de efectos
colaterales, el menor riesgo de cepas resistentes y su elevada efectividad, se
sugiere incrementar el uso de los esquemas de tratamientos topicos en el servicio de
CISIDA-Puebla, México y reservar los tratamientos sistémicos para los casos con

fracaso terapéutico o portadores de formas clinicas severas.

2.-Mantener una vigilancia sisteméatica de las especies de Candida involucradas en
la etiologia de la candidiasis orofaringeas de los pacientes VIH/SIDA que acuden al
servicio de CISIDA-Puebla, para detectar, de manera temprana, la aparicion de

especies con resistencia intrinsica a los azoles como C. glabrata y C. kruseii.

3.-Desarrollar estudios periddicos de la susceptibilidad “in vitro™ de las especies de
Candida involucradas en la etiologia de la Candidiasis orofaringea en el Estado de
Puebla para sustentar cientificamente recomendaciones relacionadas con la politica

del uso de los antifiingicos.
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ANEXO 1

Consentimiento informado

Yo, acepto bajo mi voluntad participar

en la investigacion llevada a cabo por la Dra. Luz Marina Prieto Santa Anna, con el
propésito de favorecer el Bienestar social que puedan crear los resultados del
mismo, sin ningun tipo de presiones y pudiendo decidir en cualquier momento del
desenvolvimiento del estudio y de forma totalmente libre, retirarme de esta
investigacion. También exijo se me explique cada uno de los procedimientos, pasos
y pruebas a los que debo someterme antes de ser realizados los mismos y que el

estudio tenga caracter confidencial.

Fecha:

Firma:




ANEXO 2

CcODIGO
ENCUESTA

[.-DATOS GENERALES:

No de HC

Nombre

Edad Sexo F( ) M () Raza

Fecha de nacimiento

Estado Civil Ocupacion

Tendencia sexual Hetero Homo Bisexual

FECHA: VIH positivo SIDA

[I.-EVALUACION CLINICA Y MICOLOGICA.

FORMAS CLINICAS:

Pseudomembranosa ( ) Eritematosa ()
Hipertréfica ( ) Queilitis () Mixta ( )
1.-Severidad de signos y sintomas:

Dia inicial Dia 18

Sintomatico

Asintomatico

Asintomatico ( ) Sensacion de quemadura (
dolor ( ) Onidofagia (
disfagia ( ) Pirosis (
acidez ( ) nauseas (
dolor retrosternal () vomitos (

2.-. Extension de las lesiones

N N N N N



Dia inicial Dia 18

Asintomatico (sin
lesiones)

Localizadas

Extensas

lll.-Respuesta al Tratamiento

Cura Total ()

Notable Mejoria ()

Moderada Mejoria ()

Sin cambios ()

IV.-Estudio micolégico

Dia inicial: Examen directo: Positivo( ) Negativo ( )

Cultivo micologico: Positivo () Negativo ()

Agente etiologico:

Dia 18: Examen directo: Positivo ( ) Negativo ( )
Cultivo micolégico: Positivo( ) Negativo ()

Agente etiologico:




ANEXO 3
Medios de Cultivo

e Agar Sabouraud

Componentes:

- Dextrosa 409
Peptona 109
Agar 209
Agua Destilada 1000 mL

Preparacion:
Ajustar a un pH final de 5,6.
Esterilizar en autoclave a 120° C durante 20 minutos.

e Agar harina de maiz-tween-80

Componentes:

- Harina de maiz 509
Agar 15¢g
Tween 80 10 mL
Agua destilada 1000 mL

Preparacion:
- Mezclar la harina de maiz con 500mL de agua y calentar en bafio termostatado
durante 1 hora.
Filtrar por gasa y algodon.
Anadir agar y completar el volumen a 1000mL.
Calentar hasta fundir y afiadir tween 80.
Esterilizar en autoclave 15minutos a 121 °C.

e Caldo RPMI 1640 con glutaminay sin bicarbonato de sodio (SIGMA)

Componentes:

- RPMI 1640 10.40¢g
MOPS* 34.53 ¢
Agua destilada 1000 mL

*Acido morfolino propano sulfénico.

Preparacion:

- Disolver el medio de cultivo y el MOPS en 900 mL de agua destilada. Agitar hasta
la completa disolucion.
Ajustar pH a 6.9-7.1 con NaOH 1N 6 10N.
Anadir agua destilada hasta completar un volumen total de 1000 mL.
Esterilizar mediante filtracion. Y conservar a 4 — 8 °C hasta el momento de su
utilizacion.



ANEXO 4
Secuencia de trabajo para laidentificacién de las cepas aisladas

Cultivo Puro de Levaduras

l

Tubo germinativo

"

Termotolerancia

+

45°C

Morfologia en agar harina de
maiz con tween 80

A 4 v

Candida albicans

API

l

Observacion de
clamidosporas

Identificacion de

especies

l

Termotolerancia

Blastosporas
y/o pseudohifas

45°C
.

l_

Candida albicans

API

l

API

l

Identificacion de
especies

Identificacion de
especies




ANEXO 5

Secuencia de trabajo para la determinacién de la CMI.

Antifungicos
(1600 pg/mL en DMSO)

l

Diluir 1/1000 en RPMI

l

100 uL/pozo
en las columnas 2y 3

Distribuir en la placa RPMI

200 uL/pozo en la 1°® columna
100 pL/pozo de la 3% ala 12™.

Diluciones seriadas al
doble desde la
columna3alall

l

Cepas
(controles y problemas)

l

Agar glucosado de
Sabouraud

24 horas
28 °C

5 colonias de
+1mm

l

Solucion Salina Estéril
(5mL)

lVortex

100 uL + RPMI (5 mL)

lResusnender

300 uL + RPMI (6 mL)

lResusoender

Distribuir en la Placa

100 uL/pozo
(columnas de la2 ala 12)

l

Incubar en cdmara humeda durante 48 horas

Lectura visual

/\

Lectura espectofotométrica

(405 nm)




ANEXO 6

Representacion esquematica de la placa utilizada.

ITOTMmmMmoOO®@>

8 4 2 1 05 025 012 0.06 0.03 0.01

CE pug/m pg/m  pg/m  pg/m  pg/m pg/m pg/m pg/m pg/m pg/m CC
L L L L L L L L L L

Filas A y B: Cepas controles

Filas C - H: Cepas problemas

Columna 1 (CE): Control de esterilidad y blanco para la lectura automatizada
Columna 2 - 11: Gradiente de concentracion del antifingico

Columna 12 (CC): Control de crecimiento.
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