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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar la susceptibilidad antifingica de cepas clinicas del
género Candida aisladas de la cavidad oral. MATERIALES Y METODOS: Se
empleé6 el método de difusibn en disco, aplicando dos medicamentos
antimicoticos. Se cargd discos de 6 mm de diametro de papel filtro con los
antifungicos 25 ug de fluconazol y 10 ug de anfotericina B, posteriormente se
colocé en cajas Petri con medio de cultivo Mdieller Hinton previamente
inoculadas con las cepas clinicas del género Candida incluidas en el estudio,
luego se incubaron las cajas a 35 °C durante 72 horas. Finalmente la lectura se
realizé usando una regla para medir el diametro de halo externo de la zona de
inhibicion de cada disco. RESULTADOS: Las cepas del género Candida
aisladas previamente de la cavidad oral, demostraron resistencia al fluconazol
82% y sensibilidad a la anfotericina B en un 60%.

PALABRAS CLAVE: Candida, resistencia, sensibilidad, cavidad oral.



ABSTRACT

OBJECTIVE: To determine the antifungal susceptibility of clinical strains of the
genus Candida isolated from the oral cavity. MATERIALS AND METHODS:
The method of disc diffusion was used, applying two antifungal medications. 6
mm diameter discs of filter paper were loaded with the 25 ug fluconazole and 10
ug amphotericin B antifungals and placed in Petri dishes with Mueller Hinton
culture medium previously inoculated with the clinical strains of the genus
Candida included in the study, The boxes were then incubated at 35 ° C for 72
hours. The reading was done using a ruler to measure the diameter of the outer
halo of the zone of inhibition of each disc. RESULTS: The strains of the genus
Candida previously isolated from the oral cavity showed 82% fluconazole

resistance and amphotericin B sensitivity in 60%.

KEY WORDS: Candida, resistance, sensitivity, oral cavity.



INTRODUCCION

La cavidad bucal del ser humano es un habitat para un conjunto muy variado
de microorganismos, dentro de los cuales se encuentran los hongos
microscopicos, que pertenecen al reino Fungi', y forman parte del ambiente
oral normal, sin embargo pueden causar infecciones y controlar el desarrollo de
otros microorganismos patoégenos sobre todo en individuos inmunodeprimidos.
Se han identificado aproximadamente 150 especies de Candida, de las cuales
15 son las principales causantes de candidemia, entre éstas destaca la

Candida albicans.> %

Las micosis invasoras causadas por cepas del género Candida, incrementa en
los pacientes de alto riesgo, como aquellos que tienen algun transplante,
neoplasias o los inmunosuprimidos (VIH SIDA y otras), los recién nacidos con
peso deficiente, pacientes de tercera edad y los pacientes hospitalizados en
cuidados intensivos. En los grupos mencionados, predominan las infecciones
producidas por Candida, ° esto se debe a que la mayoria de pacientes reciben
varios tratamientos como antibiéticos de amplio espectro, esteroides,
citotéxicos, siendo necesario el uso de catéteres intravasculares y
procedimientos diagndsticos invasores. Por otro lado, la candidiasis oral
también se hace presente en caso de inmunosupresion, personas de edad
avanzada por el prolongado uso de prétesis dentales o por el uso dispositivos
removibles para tratamiento de ortodoncia. Sin embargo el uso inadecuado de
farmacos, en este caso de antifingicos; ha provocado cambios significativos en

el medio oral.?®

Acerca de la resistencia antifingica se ha reportado que las cepas resistentes
se desarrollan notablemente en individuos tratados por tiempo prolongado con
azoles, el fracaso del tratamiento también se debe a la incorrecta identificacion
de cepas con resistencia intrinseca o a la presencia de cepas con resistencia

secundaria.?

A pesar de que el uso de farmacos como el fluconazol o anfotericina B, forman
parte de la intervencién efectiva para tratar infecciones micéticas orales; existe
poca informacion relacionada con la resistencia a estos antifingicos a nivel

local y nacional. ®

El proposito del presente trabajo, es establecer la susceptibilidad antifingica de

cepas clinicas del género Candida previamente aisladas de la cavidad oral.



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO TEORICO



15

1.-PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

El problema que se investigo fue; la susceptibilidad antifngica de cepas
clinicas del género Candida previamente aisladas de la cavidad oral, esta idea
surge por el considerable incremento de la resistencia a los agentes
antimicéticos de uso comun, como es el fluconazol y en casos especiales la
anfotericina B. Las infecciones por Candida albicans o no albicans estan
asociadas a una alta mortalidad debido a una deficiencia en la eleccion del
medicamento antifingico, que a su vez esta vinculada al aislamiento de cepas
resistentes; generando la necesidad de contar con métodos para medir la

susceptibilidad antifungica y aportar al éxito terapéutico.

Por todo lo planteado anteriormente, la interrogante principal de esta
investigacion fue: ¢ Cual es la susceptibilidad antifangica de cepas clinicas del

género Candida previamente aisladas de la cavidad oral?

2.-JUSTIFICACION

La candidiasis oral generalmente es producida por la Candida albicans, sin
embargo en los ultimos afios se ha identificado un aumento de aislamientos de
Candida no albicans, lo cual involucra la investigacién constante en cuanto a su

epidemiologia.®

A nivel mundial la candidemia constituye una causa comin de morbilidad y
mortalidad.® Estudios han demostrado que el 3 % (433.856) de la poblacion
ecuatoriana puede tener o puede estar afectada por una infeccion severa por
hongos, de acuerdo con el Fondo de Accion Mundial para las Infecciones por

Hongos (GAFFI por sus siglas en inglés).’

Debido a que en el Ecuador existen pocas investigaciones que incluyan
estudios de susceptibilidad antifingica de cepas del género Candida, y mas
especificamente, de la cavidad oral; el presente proyecto se enfoca en
determinar la susceptibilidad que presentan las cepas aisladas de la cavidad
oral, frente a la accién de dos agentes antifingicos de uso terapéutico, y de
esta manera, planificar los tratamientos mas efectivos. Lo planteado

anteriormente denota la relevancia cientifica del estudio.
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El trabajo realizado tiene un nivel de originalidad nacional, debido a que no se
cuenta con estudios recientes (en los ultimos 5 afios) acerca de la
susceptibilidad antifangica de cepas clinicas del género Candida aisladas de la
cavidad oral. Asi mismo, es importante sefialar que esté dentro de las lineas de
investigacion de la Universidad Catdlica de Cuenca y también dentro de los
topicos de investigacion en la carrera de Odontologia, por lo tanto, tiene

concordancia con las politicas institucionales de investigacion.

3.-OBJETIVOS

3.1.-Objetivo General:

Determinar la susceptibilidad antifiungica de cepas clinicas del género Candida
previamente aisladas de la cavidad oral, durante el periodo marzo-agosto 2019.

3.2.- Objetivos Especificos

+ Identificar las cepas clinicas del género Candida previamente aisladas
de la cavidad oral, durante el periodo marzo-agosto 2019.

+ Evaluar la susceptibilidad de cada una de las cepas clinicas del género
Candida aisladas de la cavidad oral frente al fluconazol, durante el
periodo marzo-agosto 2019.

+ Evaluar la susceptibilidad de cada una de las cepas clinicas del género
Candida aisladas de la cavidad oral frente a la anfotericina B, durante el

periodo marzo-agosto 2019.
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4.-MARCO TEORICO

4.1.- REINO FUNGI

Los hongos son un grupo humeroso de microorganismos eucariotas que se
encuentran clasificados en el Reino Fungi, constituyendo un reino apartado del
vegetal, animal, bacteriano y arqueano.! El reino de los hongos se divide en
cuatro Phyla: Ascomycota, Basidomycota, Zygomycota y Chytridiomycota. El
primero es considerado el mas extenso, comprendiendo el 50% de los hongos
conocidos y aproximadamente el 80% de los hongos patégenos humanos.??
Dentro de las 100 000 especies micoticas reconocidas, se considera que
solamente 150 causan enfermedades en el ser humano y un cierto porcentaje

de ellas producen alteraciones en los tejidos bucales y peribucales.*

4.1. a.- GENERO CANDIDA

Las especies del género Candida son hongos que se encuentran comiunmente
en la boca de individuos sanos considerandose residentes normales del

ambiente oral.*

Normalmente las especies del género Candida son comensales inofensivos
encontrandose en una proporcion significativa de la poblacion, sin embargo al
existir una alteracion en la cavidad bucal que favorezca la proliferacion de la
Candida o deficiencia a nivel del sistema inmunitario del huésped, puede
producirse una modificacion de un estado sano a uno patolégico. Como tal, la
infecciobn de la Candida es invariablemente oportunista y depende de cierta

manera de la predisposicion subyacente del huésped.**

4.1. a.1.- ESPECIES DE CANDIDA EN EL AMBIENTE ORAL SANO

Se estima que la incidencia real de la Candida oral estd entre un 35 % y un

55% de individuos sanos, dependiendo del grupo de la poblacion estudiado.?

La Candida albicans es considerado un comensal inofensivo halldndose
aproximadamente en alrededor del 20 a 40% de los individuos sanos, pudiendo
convertirse en una especie patégena.' Otros hongos, tales como

Saccharomyces spp., Geotrichum spp y Cryptococcus spp, también son
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encontrados, pero su aparicion es infrecuente y generalmente no estan

relacionados con infecciones orales.®

4.1. a.2.- ESPECIES DE CANDIDA PATOGENAS EN LA CAVIDAD ORAL

Existen mas de 200 diversas especies de Candida pero solo algunas de éstas
son responsables de producir infecciones en los seres humanos. La especie de
Candida oral con mayor prevalencia, en estados comensales y en candidiasis
oral, es la Candida albicans.? Los términos Candida y albicans se originan de

las palabras latinas candia y albico respectivamente, que significan blanco.*?

Se estima que esta especie esta presente en mas del 80% de todas las
levaduras orales aisladas. En términos de predominio oral, la Candida albicans
es seguida por; Candida glabrata, Candida Krusei, Candida tropicalis, Candida
guilliermondii, Candida kefyr y Candida parapsilosis. En afios recientes se ha
reconocido la importancia de la especie de la Candida no-albicans en las
enfermedades del ser humano, otorgando mayor atencién a la Candida
glabrata y Krusei, debido a su resistencia aumentada a ciertos agentes

antimicoticos.®

Una especie patdgena identificada relativamente hace poco, es la C.
dubliniensis que fue descrita por primera vez en 1995 cuando se aislo con la
Candida albicans (observandose que son fenotipicamente muy similares) en
casos de candidiasis oral en individuos infectados con el VIH, sin embargo esta

especie también puede estar presente en individuos sanos.*

En Japon en el afio 2009 se descubrié una nueva cepa denominada Candida
auris, descrita como multirresistente y responsable de causar infecciones

invasivas. Desde entonces se ha informado desde varios paises.®

En el estudio realizado por Lockhart y sus colaboradores, en el afio 2016, se
obtuvo aislados de 54 pacientes con infeccidén por C. auris de Pakistan, India,
Sudéfrica y Venezuela durante 2012—-2015 y el espécimen tipo de Japon. La
informacion del paciente estuvo disponible para 41 de los aislamientos. Se
realizd pruebas de susceptibilidad antifingica y secuenciacion del genoma
completo. De los cuales el 93% de los aislamientos fueron resistentes al
fluconazol, el 35% a la anfotericina B y el 7% a las equinocandinas; El 41% era
resistente a 2 clases de antifungicos y el 4% era resistente a 3 clases. Se
concluye que el C. auris es un patdégeno emergente asociado a la atencién

médica con una alta mortalidad. Las opciones de tratamiento son limitadas,
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debido a la resistencia antifungica. Los factores de riesgo y los mecanismos de

transmisién deben explicarse para orientar las medidas de control.®

C. auris ha sido documentado en numerosos paises en 3 continentes en los
ultimos 7 afos. Es probable que haya otros lugares donde este organismo ya
esté circulando pero alin no haya sido identificado o informado, vy

probablemente también surja en nuevos lugares.®

La colonizacion micética de la cavidad oral puede llevar a la colonizacién del
tubo digestivo, el cual puede actuar como reservorio para la infeccion de otros

sitios del cuerpo o para la diseminacion por la sangre.*

4.1. a.3.- FACTORES DE VIRULENCIA

Para que la Candida se transforme de un comensal inofensivo a un organismo
patdgeno, es necesario que se produzca una alteracién que puede relacionarse
a un efecto combinado del huésped y de los factores de la Candida, que
contribuya en Ultima instancia al desarrollo de la candidiasis oral.®> A

continuacion se describen los factores de virulencia asociados a la Candida:

4.1. a.3.1.- ADHERENCIA

Es la capacidad que tiene la Candida de adherirse a las superficies del
huésped. En la cavidad oral esto permite que el organismo impida la remocién
a través de los efectos del flujo salival y de la deglucién. La adherencia puede
ser al tejido epitelial oral 0 a los biomateriales de dispositivos protésicos y la
unién a tales superficies orales puede ser especifica 0 no especifica, esta
tltima implica interacciones electrostaticas o hidrofébicas, junto con la
colocacion de trampas fisicas simples del microorganismo en las localizacién

especificas en la boca.*”’

Las moléculas de la superficie de la célula en la Candida que estan implicadas
en su adherencia especifica se describen como adhesinas. El componente de
la célula huésped con que estas adhesinas interactian se refiere como
receptores. Se ha identificado una amplia gama de adhesinas para la C.
albicans que incluyen las manoproteinas, las adhesinas fibrilares que se unen
a los receptores y a las proteinas del flucosil que se unen a los receptores de

complemento en las células del huésped.®

La adherencia de estas especies micéticas es un proceso complejo vy

multifactorial, dependiente del huésped y caracteristicas de la Candida.®
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4.1. a.3.2.- MORFOLOGIA

La Candida tiene la capacidad de crecer en varios estados morfologicos,
incluyendo las gemaciones de las células de levadura, pseudohifas (cadenas
alargadas de las células de levadura) y también hifas filamentosas verdaderas.
Las hifas y pseudohifas son distinguibles ya que la segunda contiene
constricciones en los septos de los filamentos.® Una vez unido al huésped
emerge la capacidad de la Candida y particularmente de la C. albicans de
cambiar de su forma de levadura a una filamentosa, facilitando la penetracién
del epitelio y aumentando la resistencia de las células a la fagocitosis en las

células inmunes del huésped.*

El desarrollo de hifas verdaderas es una cualidad que caracteriza a la C.
albicans y el estrechamente vinculado C. dubliniensis. Las otras especies de
Candida no-albicans pueden llegar a desarrollar pseudohifas o simplemente
ser incapaces de formar filamentos como es el caso de la C. glabrata. Se ha
demostrado mediantes estudios que las cepas no filamentosas son menos

virulentas.®®

4.1. a.3.3.- DIMORFISMO FENOTIPICO

Es un fendbmeno que se relaciona con la morfologia celular y es reflejado in
vitro como cambios reversibles en la estructura de la colonia, inducida por la
exposicion a varios estimulos ambientales. El dimorfismo tiene efectos
multiples en las células de la Candida y se relaciona a la expresion alterada del
gen que afecta a la superficie de antigenicidad, adherencia, susceptibilidad a la
droga y a la resistencia a la fagocitosis por los leucocitos polimorfonucleares.
Un alto modo de dimorfismo es un rasgo dependiente de la cepa y puede

influenciar evidentemente en su virulencia.®

C. albicans tiene un dimorfismo especial ya que puede presentar crecimiento

levaduriforme y filamentoso simultaneamente.?

4.1. a.3.4.- ENZIMAS HIDROLITICAS

La liberacién de enzimas hidroliticas en el entorno local y la secrecién de

aspartil proteasa y fosfolipasas causan la destruccion tisular y facilitan la

penetracion de los tejidos.®*°
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4.1. a.3.5.- SECRECION DE ASPARTIL PROTEASA (SAP)

Son enzimas (proteinasas) que tienen la capacidad de degradar las proteinas
extracelulares de la matriz del huésped implicadas en la defensa contra la
infeccion.® La C. albicans posee una familia de proteinasas con al menos 10
miembros (SAP1 a SAP10). Se secretan diferentes isozimas SAP en diferentes
etapas de las infecciones por Candida y se piensa que intervienen en la
adquisicion de nutrientes, adhesién, penetracion de tejidos, evasion de la
inmunidad, lesién celular después fagocitosis, activacion de la cascada de

coagulacion sanguinea y aumento de la permeabilidad vascular.?**

4.1. a.3.6.- FOSFOLIPASAS (FP)

Son enzimas consideradas como factores de la patogenicidad de la Candida,
cuya funcién es hidrolizar los fosfolipidos en acidos grasos. Se han definido
cuatro clases de fosfolipasas (A, B, C y D) dependiendo del tipo de enlace
éster. La produccion de todas las clases de fosfolipasas se ha descrito para la
especie de Candida y su produccion podria contribuir al dafio de la membrana
celular del huésped que como consecuencia produciria lisis celular o facilitar la

adherencia.®®*?

4.1.1.- CULTIVO MICROBIOLOGICO DE CANDIDA

La Candida puede cultivarse a partir de muestras clinicas en el medio

CHROMagar o en agar de Sabouraud.™

Los medios se caracterizan por contener: glucosa, que es el carbohidrato
fermentable proporcionando carbono y energia; peptona qur proporciona
nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento.
El cloranfenicol también es uno de sus componentes cumpliendo con la funcion
de aislar hongos patdgenos del material muy contaminado, ya que inhibe la
mayoria de bacterias contaminantes de las muestras. Las placas de agar

suelen incubarse de manera aerdbica a 30° C por 48h.*

4.1. 1. 1.- CHROMAGAR CANDIDA. Es uno de los medios cromégenos mas
difundidos en nuestro medio, siendo utilizado en varios laboratorios para la
identificacion de levaduras del género Candida como lo especifica el fabricante.
Con el CHROMagar Candida se han reportado datos variados de sensibilidad y

especificidad en la identificacion de las diferentes especies dentro del género.
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También es utilizado como un medio de aislamiento e identificacion primaria de

levaduras, en general a partir de diferentes especimenes biolégicos.***

4.1. 1. 2.- AGAR SABOURAUD. Es un medio de amplia utilizacion y
parcialmente selectivo para hongos debido a su bajo pH y alta concentraciéon
de glucosa.® ' Dado que muchas bacterias toleran el pH bajo y la alta
concentracion de glucosa y crecen en agar Sabouraud, en especial durante
incubacion prolongada, a menudo necesaria para el aislamiento de hongos, se
han desarrollado numerosas férmulas con inhibidores antibacterianos.™® Se ha
demostrado que los antimicrobianos tales como penicilina, cloranfenicol,
aminoglucdsidos o combinaciones de los mismos son efectivos para inhibir

bacterias sin afectar el crecimiento de hongos.*™

4. 1. 2.- IDENTIFICACION DE CANDIDA

La identificacién presuntiva de las cepas de Candida en base a medios de
cultivo primarios se puede confirmar a través de una variedad de pruebas
suplementarias basadas tradicionalmente en las caracteristicas morfoldgicas y
fisioldgicas de los aislados.®

La identificacibn por CHROMagar Candida es uno de los métodos
convencionales mas utilizados, es superior que el medio de agar Sabouraud
dextrosa debido a que puede diferenciar especies. Su valoracion consiste en
diferenciar el color y caracteristicas de las colonias, colocandolas a una
temperatura de 37° C y su posterior evaluacion se realiza a las 24, 48 y 72
horas.®

Al contener sustratos cromogénicos actllan con enzimas producidas por las
especies de Candida dando como resultado una coloracion caracteristica de
cada una de las especies. Su identificacion presuntiva de las diferentes

especies es rapida incluso en presencia de cultivos mixtos.***’

Para Candida tropicalis se observa un color azul, C. albicans verde, C. krusei

Rosa- purpura, C. parapsilosis y C. glabrata violeta claro."’

También existen otros métodos para identificar hongos. La observacion al

microscopio de muestras clinicas puede ser informativa.®
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4. 1. 3.- SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA

La resistencia antifungica es la capacidad que tienen las levaduras de soportar
los efectos de farmacos destinados a eliminarlas o controlarlas, mientras que la
sensibilidad es la imposibilidad de crecimiento de la levadura por la capacidad

del agente antifingico con la aplicacién de la minima cantidad.*®*%

Debido a los nuevos farmacos antifungicos y al cambio de epidemiologia de
candidemias se han registrado un elevado nimero de resistencias por especies
de Candida. Los mecanismos de resistencia dependen de las caracteristicas

propias de las especies de este género ya sean intrinsecas o extrinsecas.®

La resistencia microbiolégica depende de mecanismos innatos en el que todas
las cepas son resistentes primarios, donde la resistencia se presenta antes de
la exposicién con el farmaco antifiingico y estan estrechamente relacionados
con las caracteristicas intrinsecas de cada especie. Por otro lado, los
mecanismos de resistencia secundarios se muestran después de haber tenido

contacto con el antifingico.”

4.1.3.1.- RESISTENCIA A AZOLES

A finales de los 60 se introdujeron los azoles como antifingicos, pero solo un
grupo de ellos han demostrado actividad a nivel sistémico, el miconazol,
ketoconazol, fluconazol e itraconazol; siendo su funcién inhibir el citocromo P-
450 dependiente de enzimas, lo que resulta en la sintesis incompleta del
ergosterol y la degeneracién del ergosterol de la membrana de la célula

fangica. Su uso es limitado debido a su alta toxicidad.**?

Sin embargo el fluconazol ha sido aprobado como agente sistémico oral activo
con menor potencial de toxicidad, por su mayor unién especifica a los

citocromos de la célula fingica que a los citocromos de la célula mamifera.?

El fluconazol es una molécula pequefia, soluble en agua, se absorbe con
facilidad y posee vida prolongada, hasta de 25 horas en seres humanos. Su

excrecion es renal.?>#

La resistencia a este tipo de medicamento se debe a diversos mecanismos; la
susceptibilidad reducida o resistencia que se genera mediante bombas de

eflujo las cuales son codificadas por genes y tienden a disminuir la tiblanco
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(ERG11) lo que implica la falta de union con los azoles. Dentro de los azoles

mas utilizados esta el fluconazol.*®%*

4.1 .3 .2.- RESISTENCIA A POLIENOS

La Anfotericina B se encuentra en presentacion liposomal perteneciendo al
grupo de los macroélidos de polieno usados en el tratamiento de infecciones

sistémicas y en tratamiento antifangico prolongado.®*®

Los agentes antimicéticos del grupo polieno actian mediante la unién con el
ergosterol de la membrana de la célula fungica, provocando inestabilidad
osmética y la pérdida de la integridad de la membrana.?! La toxicidad se debe
en parte al dafio oxidativo lo que es frecuentemente fungicida. Este efecto se
transfiere a las membranas mamiferas, en las que la el agente se une al
colesterol, produciendo alta toxicidad relacionada a los polienos.?

La Anfotericina B es producida por Streptomyces nodosus; ha sido empleada
por muchos afios para la intervencion de infecciones por hongos. La resistencia
a este antifungico es poco comun, sin embargo se han correlacionado a
mutaciones en los esteroles de la membrana con el desarrollo de resistencia
tanto in vitro como in vivo.*?® Una ventaja que cabe destacar es su toxicidad

selectiva para las células fungicas y no para los eritrocitos.?®

4.2.-ANTECEDENTES

Jarn A. Aas, Bruce J. Paster, Lauren N. Stokes, Ingar Olsen, y Floyd E.
Dewhirst en su trabajo “Defining the normal bacterial flora of the oral cavity”
utilizé6 técnicas moleculares independientes del cultivo para ampliar el
conocimiento sobre la amplitud de la diversidad bacteriana en la cavidad oral
humana sana, incluidas las especies de bacterias todavia no cultivadas y
determinar la especificidad del sitio y del individuo de la colonizacion
bacteriana. Se analizaron nueve sitios de cinco individuos clinicamente sanos.
Las especies comunes a todos los sitios examinados pertenecieron a los
géneros Gemella, Granulicatella, Streptococcus y Veillonella, otras especies

fueron especificas del sitio; siendo la cavidad oral sana muy diversa.”’

Egija Zaura, Bart JF Keijser, Susan M Huse y Wim Crielaard en su estudio

titulado “Defining the healthy core microbiome of oral microbial communities”
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realizaron un muestreo y secuenciaron mibrobiomas de varios sitios intraorales
(superficies dentales, mejillas, paladar duro, lengua y saliva) en tres personas
sanas. Los géneros predominantes pertenecieron a Firmicutes (género
Streptococcus, familia Veillonellaneae, genero Granulicatella), Proteobacteria
(género Neisseria, Haemophilus), Actinobacteria
(género Corynebacterium, Rothia, Actinomyces), Bacteroidetes
(género)Prevotella, Capnocytophaga,  Porphyromonas) y  Fusobacteria

(género Fusobacterium ).?®

Catalina de Bedout y Beatriz L. Gémez en su publicacién “Candida y
candidiasis: un reto continuo para su diagndstico temprano” describieron los
métodos disponibles para el diagnéstico, sus limitaciones y las perspectivas de
los que estan en etapa de desarrollo y validacién. Y encontraron que para el
Fluconazol, C. albicans fue susceptible en el 92% de los casos, seguida por C.

tropicalis en el 86% de los casos.?

Dangi et al. en su publicacion titulada “Oral candidiasis: A review” demostraron
que la candidiasis es una infeccion mico6tica comin en pacientes con un
sistema inmunitario deteriorado, como aquellos que reciben quimioterapia por
cancer o aquellos que padecen sida. La mayoria de las infecciones se deben a
C. albicans, aunque otras especies como C. glabarata, C. tropicalis, C. krusei y
C. parapsilosis estan cada vez mas aisladas. Los azoles: ketoconazol,
fluconazol e itraconazol han sido un beneficio importante en el tratamiento.
Hasta la fecha, la resistencia ha sido principalmente un problema con

fluconazol en pacientes con VIH.*

Sachin C. Deorukhkar, Santosh Sainiy Stephen Mathew en su articulo
“Virulence Factors Contributing to Pathogenicity of Candida tropicalis and Its
Antifungal Susceptibility Profile” determinaron los factores de virulencia y el
perfil de susceptibilidad antifingica de 125 C. tropicalis aislados de diversas
muestras clinicas. Los aislamientos maximos demostraron resistencia al
fluconazol. La resistencial al fluconazol fue mas comun en C. tropicalis aislada
de hemocultivos. La resistencia antifingica fue mas en aislamientos que
poseen la capacidad de producir fosfolipasa y biofilm. C. tropicalis presenta un
gran grado de variacion no solo en su patogenicidad, sino también en su perfil

de susceptibilidad antifingica.*


https://www.hindawi.com/56734063/
https://www.hindawi.com/21949715/
https://www.hindawi.com/12768713/

26

Cotter G, Kavanagh K. en su publicacion “Adherence mechanisms of Candida
albicans” afirman que Candida albicans es un patdgeno fliingico oportunista que
tiene la capacidad de inducir enfermedades superficiales y sistémicas en el
huésped inmunodeprimido. Un factor de virulencia es la capacidad que tiene de
adherirse al tejido huésped, se considera esencial en las primeras etapas de la
colonizaciéon y la invasion tisular. La adherencia se logra mediante una
combinacién de mecanismos especificos y no especificos, que permiten que la
levadura se adhiera a una amplia gama de tipos de tejidos y superficies
inanimadas. Los métodos convencionales para tratar la enfermedad causada
por C. albicans se basan en el uso de medicamentos antifungicos disefiados
para matar la levadura o detener su crecimiento. Se presenta un enfoque
alternativo, dirigido a interrumpir la adherencia de la levadura al tejido huésped

en casos de infeccién superficial.*

Costa E, Silva S, Tavaria F, Pintado M. en su studio titulado “Antimicrobial and
antibiofilm activity of chitosan on the oral pathogen Candida albicans” se evalué
in vitro, la capacidad del quitosano para inhibir el crecimiento de C. albicans y
la formacion de biopeliculas. Los resultados obtenidos mostraron que el
quitosan es capaz de inhibir el crecimiento plancténico de C. albicans (HMW, 1
mg / mL; LMW, 3 mg / mL). Con respecto al crecimiento de biopeliculas, el
quitosan inhibié la adhesion de C. albicans (aprox . 95%), la formacién de
biopeliculas (porcentajes superiores al 90%) y redujo las biopeliculas maduras
en aprox. 65% vy biopeliculas de especies duales ( C. albicans y S. mutans)
por ca. 70%. Estos resultados muestran el potencial de esta molécula para ser
usada como un agente efectivo contra Candida capaz de actuar sobre

las infecciones por C. albicans.®

Gutiérrez-Martinez MJ, Araiza-Santibafiez J, Hernandez MA et al publicaron
“Estudio in vitro de antimicéticos contra cepas de Candida aisladas de
pacientes del Hospital General de México OD” en el que se evalud la respuesta
in vitro frente a: 5-fluorocitosina, anfotericina B, fluconazol, itraconazol,
ketoconazol y miconazol de especies de Candida provenientes de aislamientos
clinicos del Hospital General de México OD. Las muestras biolégicas se
recolectaron para diagnosticar candidosis con examen directo, cultivos y
tipificacion con medios CHROMagar-Candida® y agar Harina de maiz + Tween
80. Se realizaron pruebas de sensibilidad con el equipo comercial
FUNGITEST® (BIO-RAD®). Los resultados de susceptibilidad frente a los

antimicéticos probados fue variable y, en algunos casos, se comprobo
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resistencia adquirida. Se encontraron casos de resistencia intrinseca a 5-
fluorocitosina, casi todas las cepas fueron altamente sensibles a anfotericina B
y la respuesta frente a los azoles tuvo variaciones entre las diferentes especies
de Candida.®

William Mora, Santiago Reinoso, en su publicacion “Prevalencia de micosis oral
por Candida albicans, bajo tratamiento en el hospital José Carrasco Arteaga
(IESS)” estudiaron un grupo de 66 personas que recibieron RT y manifestaron
infeccion por C. albicans. Pacientes sometidos a radiaciones comprendidas
entre 51-70 Gy fueron 28 individuos, representando el 41.5 % de la muestra
estableciéndolo como el grupo con mayor relacion. Un grupo 48 personas
recibieron QT manifestaron infeccion por Candida albicans; donde destaca el
uso del carboplatino en 15 personas representando 31.3 % de la muestra,
estableciendo una relacion directa del farmaco con la enfermedad flngica. Se
determina que la Candida albicans esta presente en el 82.7% de los pacientes
bajo tratamiento contra el cancer, afectando mayormente al sexo masculino. Se
presenta con mas frecuencia en pacientes mayores a 60 afios de edad, guarda

mayor relacién con tratamientos de radiacion en dosis entre 51-70 Gy.**

Armas Marquez MB. Munoz Mora JE, en su articulo titulado “Candida albicans
en proétesis totales en pacientes portadores de enfermedades crénicas no
transmisibles: diabetes mellitus tipo Il e hipertension arterial” se realizé6 un
hisopado de la superficie interna de la proétesis, y con pruebas microscopicas
se verificd el desarrollo de C. albicans. Se establecié finalmente una relacién
entre la presencia de Candida albicans, existencia de Diabetes mellitus y/o
hipertensién arterial, y el género del paciente, asi como una relaciéon nula entre
el desarrollo de Candida albicans, la edad y el tiempo de uso de protesis del

paciente.®

5.- HIPOTESIS

Por ser un estudio de tipo descriptivo no posee hipoétesis.



CAPITULO I
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1.- MARCO METODOLOGICO

Enfoque: Cuantitativo
Disefio: Descriptivo
Nivel de investigacion: Descriptivo

Tipo de investigacion:

° Por el ambito: De laboratorio
. Por la técnica: Observacional
o Por la temporalidad: Prospectiva

2.- POBLACION Y MUESTRA

La poblacién del presente estudio fue de 110 muestras anteriormente tomadas
de la cavidad oral, provenientes de nifios de 6 a 12 afios de la escuela Tupac
Yupanqui de la parroquia Ofiacapac del cantén Saraguro (ANEXO1). Las
levaduras aisladas fueron congeladas a — 80 °C en el laboratorio de genética y
biologia molecular de la Unidad de Salud y Bienestar de la Universidad
Catdlica de Cuenca para la confirmacion de especie y estudios de

susceptibilidad.

2.1.- Criterios de seleccion: Para la formalizacién de la poblacion de cepas se

tuvo en cuenta los siguientes criterios de seleccion.

2.1. a.- Criterios de inclusion: Se incluyeron en el estudio cepas aisladas

de la cavidad oral identificadas como Candida spp.

2.1. b.- Criterios de exclusidon: Se excluyeron del estudio las muestras de
cepas que no pertenecian al género Candida, aquellas que no sobrevivieron a
la condicién ambiental y los medios de cultivo con ausencia de crecimiento de

levadura.
2.2.- Tamafo de la muestra
Luego de cumplir con los criterios de seleccion, se obtuvo un total de 28 cepas

del género Candida previamente aisladas de la cavidad oral. Por lo tanto, el

tamafo de muestra fue a conveniencia (ANEXO 2).



3.- OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES®®
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES | INDICADOR TIPO ESCALA DATO INSTRUMENTO
CONCEPTUAL OPERATIVA ESTADISTICO
Capacidad que | Grado de
tienen las | tolerancia a una : )
levaduras de | concentracion o _ Resistencia
Susceptibilidad | soportar los | maxima Unidimensional — Cuantitativo Ordinal | Sensibilidad —
antifingica efectos (resistencia) o
antifangicos minima del
destinados a | farmaco
eliminarlas (sensibilidad).
(resistencia) o la
probabilidad que
la levadura sea
eliminada
(sensibilidad).
Conjunto de | Crecimiento en C. albicans,
_ especies del | CHROMagar vy L _ C. krusei, C.
Especies de género  Candida | Sabouraud. Unidimensional - Cualitativo Nominal tropicalis, C. -
Candida presentes en la parapsilosis.
mucosa oral.
Sustancia que | Disco cargado
. tiene la capacidad | en L .
T!pf) dg de  evitar el | concentracién Unidimensional Cualitativo Nominal Fluconazol
antifungico crecimiento de | ug/mi Anfotericina
algunos tipos B

hongos.
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4.- INSTRUMENTOS, MATERIALES Y RECURSOS PARA LA
RECOLECCION DE DATOS.

4.1.- Instrumentos mecanicos: Cabina de flujo laminar, estufa, nevera,

computadora, microscopio. (ANEXO 3)

4.2.- Materiales
Guantes y mascarilla (como medidas de bioseguridad), medios de cultivo (para

incubar las cepas aisladas), antifungico (para determinar la resistencia y

sensibilidad de las cepas de Candida).

4.3.- Recursos
Para llevar a cabo el estudio se necesitaron recursos institucionales

(Laboratorio de genética y biologia molecular de la UCACUE) recursos

humanos (tutores y tesista) y financieros (tesista, tutora).

5.- PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE DATOS

5.1.- Ubicacion espacial: Laboratorios de genética y biologia molecular de la
Unidad de Salud y Bienestar ubicado en el edificio de la carrera de biofarmacia
de la Universidad Catélica de Cuenca. Av. de las Américas y Humbolt (area

total aproximadamente de 80 m?).

5.2.- Ubicacion temporal: La investigacion se realizard entre los meses

marzo-agosto 2019

5.3.- Procedimientos de latoma de datos

Se inicia con la identificacion de cepas de Candida spp, para lo cual los
aislados conservados a -80°C fueron inoculados en medio CHROMagar
Candida, preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante (ANEXO 4).
Luego de 48h a 37°C se emplearon las colonias puras para la identificacion

preliminar y el registro en una base de datos de Excel.

5.3. a.- Método para determinar susceptibilidad

Para el estudio de susceptibilidad antifingica se empled el método de difusion
en disco, aplicando dos medicamentos antimicéticos; fluconazol y anfotericina
B (ANEXO 5). A continuacion se describe el procedimiento con cada

antifungico:
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5.3. a.1.- Difusién en disco con Fluconazol

Preparacion de agar Mueller Hinton (MH) en cajas Petri 48 horas antes del

procedimiento.

Se realiz6 el descongelamiento y activacion de cepas en cajas Petri con medio

de cultivo agar Sabouraud (SBD) 24 horas antes del procedimiento.

Se evaluo el fluconazol (Baten® 2mg/ml solucion inyectable), llevandolo a una
concentracion de 25 ug para la carga de cada disco (papel filtro 6mm de

didmetro).

En tubos eppendorf se prepararon los indculos de turbidez 0.5 en la escala de
McFarland a partir del cultivo de 24 horas a 35 °C en SBD.

Con un hisopo estéril se tomo el inodculo de levadura, presionando contra las
paredes del tubo eppendorf para retirar excesos. Posteriormente se sembré

con la técnica en césped sobre la caja Petri de agar MH.

Con la ayuda de una pinza estéril se colocaron los discos sobre la superficie

del agar MH de la caja previamente inoculada.

5.3.a.2.- Difusién en disco con Anfotericina B

Preparacion de agar Mueller Hinton (MH) en cajas Petri 48 horas antes del

procedimiento.

Se realiz6 el descongelamiento y activacion de cepas en cajas Petri con medio

de cultivo agar Sabouraud (SBD) 24 horas antes del procedimiento.

Se evalud la Anfotericina B (Vitalis 50mg/ml solucién inyectable), llevandolo a
una concentracion de 10 ug disuelta en dimetil sulfoxido (DMSO) para la carga

de cada disco (papel filtro 6mm de diametro).

En tubos eppendorf se prepararon los in6culos de turbidez 0.5 en la escala de
McFarland a partir del cultivo de 24 horas a 35 °C en SBD.

Con un hisopo estéril se tomo el indculo de levadura, presionando contra las
paredes del tubo eppendorf para retirar excesos. Posteriormente se sembré

con la técnica en césped sobre la caja Petri de agar MH.

Con la ayuda de una pinza estéril se colocaron los discos sobre la superficie

del agar MH de la caja previamente inoculada.
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Una vez realizada la inoculacion de todas las cepas del género Candida, sobre
las cajas petri con MH, y colocados los discos cargados con fluconazol y
anfotericina B; se incubaron las cajas a 35 °C durante 48 horas. Transcurrido
este tiempo los halos no fueron claramente distinguibles, razén por la cual se

prolongd la incubacion 24 horas mas.

La lectura se realizé usando una regla para medir el didmetro de halo externo

de la zona de inhibicién de cada disco.

5.3. b.- Criterios de registro de hallazgos

Se utiliz6 la prueba microbiolégica con medio cromogénico diferencial vy
selectivo para el aislamiento e identificacion rapida de Candida spp de

importancia clinica, segun lo descrito en el cuadro 1.

Cuadro 1: Prueba microbiologica CHROMagar Candida (ANEXO 6).

MICROORGANISMO CRECIMIENTO COLOR
Candida tropicalis ATCC 1369 Bueno Azul
Candida albicans ATCC 10231 Bueno Verde
Candida krusei ATCC 34135 Bueno Rosa- parpura
Candida parapsilosis ATCC 22019 Bueno Violeta claro
Candida glabrata ATCC 2001 Bueno Violeta claro

Fuente: http://www.condalab.com

Para la determinacién de las categorias de susceptibilidad; sensible, sensible
dosis dependiente o resistente a los antifingicos se aplicaron los puntos de
corte estandarizados por el CLSI para fluconazol y anfotericina B, detallados en

el cuadro 2 y la interpretacion de cada categoria se describe en el cuadro 3.

Cuadro 2. Puntos de corte para Candida spp segun el CLSI 2019

ANTIFUNGICO CARGA DE DIAMETRO

DISCO R SDD S
Fluconazol 25 ug <14 mm 15-18mm =19 mm
AnfotericinaB 10 ug <9 mm 10-14 mm =215mm

Fuente: Documento M27-A3 Y M44-A
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Cuadro 3: Interpretacion de categorias segun el CLSI

Sensible (S) La infeccibn puede tratarse con la dosis
recomendada del medicamento.

Sensible Dosis Respuesta baja con la dosis recomendada del

Dependiente (SDD) medicamento.

Resistente (R) El crecimiento de las cepas no se inhibe con

dosificaciones recomendadas.
Fuente: Documento M27-A3 Y M44-A

6.- PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE DATOS

Una vez obtenidos los resultados, se realiz6 la tabulaciéon de los mismos en el
programa informatico Excel en el cual se calculé la frecuencia representada en

porcentaje de acuerdo a n de datos. Los resultados se presentan en gréficos.

7.- ASPECTOS BIOETICOS

La investigacién no implicé conflictos bioéticos de ninguna indole, debido a que

no hubo intervencion alguna sobre los nifios.



CAPITULO 1l

RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES
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1. RESULTADOS:

Gréfico N°1: Susceptibilidad antifungica de cepas clinicas del género Candida

previamente aisladas de la cavidad oral.

SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA DE CEPAS
CLINICAS DE CANDIDA

100%
82%
80%

60%

60%

29%
11% [ Fluconazol

40%

20%

[ Anfotericina B

0%

S SDD R
S SDD R
[ Fluconazol 14% 4% 82%
@ Anfotericina B 60% 11% 29%

S = Sensible, SDD = Sensible dosis dependiente, R = Resistente

Interpretacion: El grafico N°1 demuestra que las cepas de Candida estudiadas
son altamente resistentes a la accion del fluconazol, mientras que para la

anfotericina B muestran gran sensibilidad.
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Grafico N°2: Identificacién de cepas clinicas del género Candida previamente

aisladas de la cavidad oral.

IDENTIFICACION DE CEPAS CLiNICAS DEL
GENERO CANDIDA

mCA
mC.P
mCK
mC.T

CA= C. albicans, CP= C. parapsilosis, CK= C. krusei, CT= C. tropicalis

Interpretacion: En el grafico N°2 se puede evidenciar que; de todas las cepas
incluidas en el estudio, hubo mayor hallazgo de Candida albicans.



38

Gréfico N° 3: Susceptibilidad antifungica de cada una de las cepas clinicas del

género Candida aisladas de la cavidad oral frente al fluconazol.

SUSCEPTIBILIDAD DE CEPAS CLINICAS DE
CANDIDA FRENTE AL FLUCONAZOL

100% 100%
100% ° y
80%
80%
57%
60% °
43%
40%
209
20%
0% 0% 0% 0% 0% 0
0%
CA cpP cK cT
mS ESDD mR

Interpretacion: El grafico N°3 indica una resistencia marcada de todas las
cepas clinicas del género Candida frente a la accion del antifingico de tipo

azol.
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Gréfico N° 4: Susceptibilidad antifungica de cada una de las cepas clinicas del

género Candida aisladas de la cavidad oral frente a la Anfotericina B.

SUSCEPTIBILIDAD DE CEPAS CLINICAS DE
CANDIDA FRENTE A LA ANFOTERICINA B

100%

cr

Interpretacion: En el grafico N°4 se observa sensibilidad en C. albicans y C.

100%
86%

80%
60% 60%

40%
27%
% 14%
0% 0%
CA CP CK

ES ESDD @R

60%

40%

20%

0%

parapsilosis lo que indica mayor éxito de la accién del antifingico de tipo
polieno.
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2. DISCUSION

Los resultados obtenidos no se pueden comparar a nivel local y nacional,
debido a que no se encontraron estudios parecidos o similares al presente, y

menos aun en comunidades rurales de grupos étnicos del Ecuador.

Por lo que el estudio hasta el momento es inédito, sin embargo se logré

comparar con publicaciones internacionales sobre estudios de susceptibilidad.

Sanabria y cols*® publicaron un perfil de susceptibilidad, en el cual demuestran
que diferentes especies de Candida presentan baja resistencia al fluconazol
resultando un 86% de sensibilidad, sin embargo verificaron una variacion en la
frecuencia de sensibilidad, observando que un aislado de C. albicans pas6 de
sensible dosis dependiente, a resistente; y un aislado tanto de C. parapsilosis
como de C. tropicalis, de sensibles dosis dependiente pasaron a ser
resistentes. Al analizar los resultados demostrados de nuestro trabajo se hallan
similitudes debido a que las cepas estudiadas, manifestaron resistencia al

antifangico de tipo azol aplicado.

De las cepas clinicas del género Candida incluidas para el estudio,
previamente tomadas de la cavidad oral de nifilos de 6 a 12 del canton
Saraguro, se observé una mayor presencia de la especie albicans con un 53%.
Los resultados obtenidos tuvieron relacién con la investigacion de Jerez y cols.,
9 ya que demostraron un gran predominio de la C. albicans con un 91.7 % para
su estudio de susceptibilidad de Candida spp, sin embargo los aislamientos
fueron tomados de la cavidad oral de pacientes VIH sida. En cuanto a la
susceptibilidad se encontraron diferencias, debido a que el método aplicado por
los autores fue el de microdilucién con el uso de azoles en los que no se

incluy6 el fluconazol dando como resultado una elevada sensibilidad.

Esta investigacion difiere con el trabajo publicado por Torres y cols, #* debido a
que en sus resultados reportaron 79% de sensibilidad (S) de aislados de
Candida de diversas especies, frente a la accién del fluconazol. Mientras que
los resultados obtenidos en nuestro estudio demuestran resistencia (R) en un

82% al mismo antifungico.

Por otra parte los resultados de la publicacion por Deepak y cols., # son
cercanos a los obtenidos en nuestro trabajo realizado, utilizando el mismo
método. Se encontré un predominio de cepas sensibles (S) con la aplicacion de

Anfotericina B en un 74%, mientras que las cepas estudiadas en el presente
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trabajo demostraron sensibilidad (S) en un 60% con el mismo antifungico de
tipo polieno.

3. CONCLUSIONES

Primera.- Las cepas del género Candida aisladas previamente de la cavidad
oral, demostraron resistencia al fluconazol 82% y sensibilidad a la anfotericina
B en un 60%.

Segunda.- La identificacion de cepas clinicas del género Candida aisladas de la
cavidad oral, indicé presencia de C. albicans con mayor frecuencia 53%,

seguido de C. parapsilosis con 25%, C. krusei 18% y C. tropicalis 4%.

Tercera.- La susceptibilidad de las cepas clinicas del género Candida aisladas
de la cavidad oral, frente al fluconazol fue: C. albicans y tropicalis resistentes el
100%, C. parapsilosis sensibles el 57% y C. krusei resistentes el 80%

Cuarta.- La susceptibilidad de las cepas clinicas del género Candida aisladas
de la cavidad oral, frente a la anfotericina B fue: C. albicans, parapsilosis y

krusei mostraron sensibilidad con 60%, 86% y 40% respectivamente.
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5. ANEXOS

ANEXO 1

Fotografias de la escuela Tupac Yupanqui en la parroquia Ofiacapac
(Saraguro)
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ANEXO 2

Cepas del género Candida previamente aisladas de la cavidad oral de
escolares de Saraguro

ANEXO 3

Instrumentos mecanicos

Fotografia 1 Fotografia 2
Cabina de flujo laminar Estufa
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ANEXO 4

Identificacion de cepas de Candida spp

Fotografia 3 Fotografia 4
Agar Cromaogénico Especies de Candida

£ M1297A-500G
rome™ Candida Differential Agar

pend 42.72 grams in 1000 ml distilled water. Recommentsi
1o boiling to dissolve the medium completely. oo
AUTOCLAVE. Cool to 45-50°C. Mix well i
into sterile Petri plates.
Information Refer Technical Data

ANEXO 5

Método de difusion en disco (fluconazol y anfotericina B)

Fotografia 5 Fotografia 6
Agar Mueller Hinton Activacion de cepas en agar SBD

MUELLER HINTON AGAR

F-“‘IMGHW‘
suisceptibility of microorganisims to antibiobics

1SO 9001:2015
CERTIFIED
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Fotografia 7 Fotografia 8
Discos cargados con antifingico Inéculo 0.5 McFarland

Fotografia 9 Fotografia 10
Técnica en césped Colocacion de discos cargados

Fotografia 11 Fotografia 12
Discos sobre cajas inoculadas Incubacién a 35 °C durante 48 h




Fotografia 13
Lectura zona de inhibiciéon

ANEXO 6
Prueba microbiolégica CHROMagar Candida

Candida krusei
ATCC 34135

Candida tropicalis
ATCC 1369

Candlida albicans
ATCC 10231
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ANEXO 7
Método de microdilucién para susceptibilidad antifungica (fluconazol)

Descongelamiento y activacién de cepas en cajas petri con medio de cultivo
agar glucosado de Sabouraud (SBD).

Preparacion de la solucién madre del fluconazol, con una concentracion de 256
ug/ml.

Preparacion de las diluciones seriadas del fluconazol a partir de la solucién
madre. Las concentraciones a estudiar fueron de 64 a 0,12 ug/ml.

La preparacion del in6culo de levadura se realiz6, tocando con el asa estéril,
una colonia con crecimiento de 24 horas, tomada de la caja con agar SBD.
Luego se transfirié a un tubo de ensayo con solucion salina estéril y con ajuste
a 0,5 en la escala McFarland, para posteriormente realizar una dilucién 1:1000
con reactivo Muieller Hinton. Este paso se realizé con cada especie de Candida
que fue incluida para el estudio.

De la dilucién 1:1000 del inéculo de levadura se coloc6, en cada pocillo de la
placa de microtitulacién, 100 ul desde el 1 hasta el 11.

Se colocé 100 ul de cada dilucion del antifingico en cada pocillo de la placa de
microtitulacién, desde el 1 (concentracion mas alta = 64 ug/ml) hasta el 10
(concentracién més baja = 0,12 ug/ml).

Se aplicé el control positivo en el pocillo 11, que previamente se cargé con 100
ul de levadura, agregando 100 ul mas del reactivo (Mteller Hinton).

Para el control negativo se coloc6 200 ul de Mueller Hinton en el pocillo 12, sin
afadir el antifangico.

Quedd un volumen final de 200 ul en todos los pocillos (del 1 al 12).
Posteriormente, se llevaron las placas de microtitulacion a la estufa a una
temperatura de 35 °C durante 48 horas.

Finalmente se detecto la presencia o ausencia de turbidez; indicando la CMI de

crecimiento de las levaduras
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Fotografia 14
Placa de microtitulacién con diluciones de antifingico e in6culos de levaduras

/4

Fotografia 15
Tabulacion en Excel indicando la CMI

CONCENTRACION DE ANTIFUNGICO ug/mL 5=4
CODIGO | CEPAS 64 32 16 8 a 2 1 0,5 | 0,25 | 0,12 C+ c- CcMI 5DD=2
1 2 3 4 5 L] 7 2 9 10 11 12 R=2
A)90.3 CP/CG 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 SDD
B) 33 CA 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 SDD
C)93.1 CT 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 S
D) 68 CA 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 5
E) 68.1 CA/CD 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 5
F) 80 CA 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 s
G) S0 CK 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 R
H) 90.2 CP/CG 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 R
Fotografia 16 Fotografia 17

Control positivo Control negativo




