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RESUMEN

- Antecedentes: El barraco, cuyo nombre cientifico “Escallonia illinita”, es una planta
nativa de Chile, popularmente conocida por su uso en enfermedades hepaticas. Se
desarrolla en sudamérica, en Chile distribuye geograficamente en las regiones desde
Coquimbo a la del Bio Bio al preferir suelos arenosos- pedregosos con algo de
humedad creciendo en quebradas, montafias, precordilleras y valle central.

- Hipbtesis: Los extractos obtenido desde la Escallonia illinita presentan efecto
antifingico contra la C. albicans, C. krusei y C. tropicalis.

- Objetivo general: Analizar el efecto antilevaduriforme de los diferentes extractos
obtenidos de Escallonia illinita contra la C. albicans, C. krusei, C. tropicalis.

- Materiales y métodos: se evalué el efecto antilevaduriforme de los extractos de
hexano y acetato de etilo, ademés de la concentracibn minima inhibitoria y la
concentracion minima fungicida en cultivos de cepas de C. albicans, C. krusei, C.
tropicalis, expuestos a los extractos anteriormente nombrados.

- Resultados: En los objetivos determinados de nuestra investigacion podemos
evaluar que los extractos AcOEt y hexano de la Escallonia illinita reduce en los
cultivos el crecimiento de la C. albicans, C. tropicalis y C. krusei. Respecto a los
extractos, el AcOEt presenta una capacidad fungistatica mayor en comparacion al
hexano, pero ambos extractos presentan un efecto fungistatico y fungicida a altas
concentraciones. Se observa que el AcOEt presenta una capacidad fungistatica
mayor en C. albicans, en comparacién con las otras especies de Candida estudiadas.
En cambio el hexano presenta una capacidad fungistatica mayor en C. krusei.

- Conclusiones: En este estudio se logra demostrar que los compuestos extraidos
del barraco (Escallonia illinita) presentan un efecto antilevaduriforme por lo que en
busqueda de potenciar dicho efecto se combina con fluconazol, se logra establecer
una relacién clara de sinergia entre ambos antifungicos, por lo que esperamos
proponer una alternativa potente contra la candidiasis. Se establecieron ensayos de
micro y macrodilucion del compuesto que marcaran precedente para posteriores

investigaciones sobre enfermedades producidas por las levaduras.
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l. INTRODUCCION

Los tratamientos que ofrecen actualmente los servicios de salud para combatir la
candidiasis son estructurados y estan predeterminados, sin embargo, muchas veces las
personas reinciden en la infeccién, por lo que cada establecimiento cuenta con diferentes
protocolos dependiendo del grado de reincidencia. Esta situacion nos hace cuestionar el
efecto farmacoldgico a corto y largo plazo de tratamientos clasicos ¢ Cual es la falla? y
¢ Cual es la solucion a la situacion?. Es por lo anterior que se han propuesto nuevos
tratamientos, distintos a los tradicionales, los cuales basicamente se basan en la medicina
de origen vegetal, esto ha probado los diferentes efectos farmacolégicos que las plantas
pueden llegar a tener en investigaciones cientificas, sin embargo, la mayor desventaja de
estas investigaciones es que son escasas y poco especificas. Es por ello que nace el

planteamiento central de esta tesis.

Una de las propuestas sobre tratamientos nuevos y alternativos son a base de plantas,
debido a que a través del tiempo e investigaciones cientificas previas se ha demostrado
que éstas poseen diferentes efectos farmacolégicos, no obstante, muchas de estas
investigaciones son escasas Yy poco especificas. Es por ello que nace el planteamiento

central de esta tesis.

A pesar de que las investigaciones se deben basar en un método cientifico para poder
tener méas veracidad y ser tomadas en cuenta (mas aln si se trata de un tratamiento que
implica la salud de las personas), no se debe dejar de lado el conocimiento empirico,
mediante el cual las antiguas culturas adquirian a través de simples acciones como la
observacion. En este caso a pesar de no conocer los mecanismos de accién que las
plantas tienen en el organismo, estas culturas reconocian el alivio de algunos sintomas
gue los aquejaba posterior a la aplicacion o administracion de extractos naturales que
poseen los vegetales, a pesar de esto, a través de los aflos se han creado e
implementado nuevos medios para obtener respuestas cientificas mas claras y rapidas,

sin correr riesgos de experimentar con humanos y provocar posibles efectos adversos.
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Debido a la conciencia medioambiental y preocupacién por la reincidencia de infecciones,
es que se estan tomando las medidas necesarias para intervenir lo menos posible con
quimicos en el cuerpo humano. Es por esta razén que se estdn tomando en cuenta otros
soluciones provenientes de fuentes propuestas naturales anteriormente mencionadas, ya
gue ademas de asociarse con menor cantidad de efectos adversos en el organismo se
favorece el retorno de la planta al ciclo natural sin perjudicar a otros individuos al ser
eliminada. Ademas, se sabe que el cuerpo genera resistencia a los tratamientos clasicos,
es decir, el uso reiterado de farmacos hace que el efecto en nuestro cuerpo comience a
disminuir gradualmente, por lo tanto y en conjunto con la nueva conciencia que tiene el
ser humano de su cuerpo es que se buscan formas alternativas de tratar esta infeccion y

es alli donde comienza esta investigacion.
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II. LISTA DE ABREVIATURAS

AcOEt: Acetato de etilo

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ATB: Antibidtico

CO2: Dioxido de Carbono

Hwp-1 (Hyphal wall protein 1): Proteina de la pared Hifal 1
IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

KOH: Hidroxido de potasio

LDL (Low density lipoprotein) : Lipoproteina de baja densidad
MIC: Concentracion minima inhibitoria

MFC: Concentracion minima fungicida

NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate):

dinucledtido fosfato

PMFN: Polimorfonucleares

SIDA: Sindrome de la inmunodeficiencia adquirida
TNF a: Factor de necrosis tumoral alfa

VIH: Virus de la inmunodeficiencia Humana

&
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Nicotinamida adenina
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5-fluorocitosina: Es un farmaco antimicético actualmente no disponible en Chile que
posee una molécula con un atomo de fldor que actda inhibiendo la sintesis de ADN y ARN

en la célula fungica.

Bacilos de Doderlein: También conocidos como lactobacilos, son aquellas bacterias de
caracter benigna que forman parte de la microbiota vaginal, estos bacilos cumplen un
papel primordial en el mantenimiento del pH de la vagina, que en las mujeres en edad
fértil ronda entre los 4,5y 5.

Blastosporas: Son “yemas” que se forman sobre las células de levaduras. Esporas
sexuales, que se producen por la fusion de dos nicleos, se forman generalmente mas

tarde y en numero menor que las esporas asexuales.

Candidemia: Consiste en el hallazgo del hongo en muestras de hemocultivo, sin cambios
inmunolégicos en el huésped y en ausencia de compromiso visceral demostrable,

exceptuando la localizacion cutaneo-mucosa.

Clamidoconidios: Es un tipo de espora de paredes gruesas de varias clases de los
hongos. Es una etapa del ciclo vital del organismo que sobrevive en condiciones
desfavorables, tales como estaciones secas o cdlidas. Las clamidoconidios son
generalmente de color oscuro, esférica y una superficie lisa y son el resultado de la

reproduccion asexual.

Disfagia: Dificultad o la molestia al deglutir (tragar).

Factores de virulencia: Son moléculas producidas por un patégeno, que influye

especificamente en las funciones del hospedante, para permitir al patdégeno crecer.
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Fungicida: Son sustancias que se emplean para impedir el crecimiento o eliminar los

hongos
Fungistatica: Sustancia que inhibe el crecimiento de los hongos.

Genes MDR-1 o gen de resistencia a multidrogas: Es el encargado de producir una
proteina transportadora (P-glicoproteina) que representa una barrera funcional de

proteccién para el cerebro contra farmacos y otras toxinas.

Glicocalix: Envoltura constituida por glicoproteinas, glucolipidos y acido hialurénico, que
sobresalen de la membrana celular. Sirve de proteccibn mecanica de las células, permite
la adhesion celular e interviene en procesos de identificacion celular y recepcion

hormonal.

Hifa: Son una red de filamentos cilindricos que conforman la estructura del cuerpo de los
hongos multicelulares. Estan constituidos por una fila de células alargadas y tubulares,
envueltas por una pared celular compuesta de quitina. El conjunto de estas hifas se

denomina micelios.

Menopausia: Se define como el cese permanente de la menstruacion, es decir, un tiempo

de amenorrea de 12 meses.
Neutropenia: Es la reduccion del recuento de neutréfilos en el torrente sanguineo.
Parasitismo: Es un tipo de simbiosis, una estrecha relacion en la cual uno de los

participantes, (el parasito o huésped) depende del otro (hospedador) y obtiene algin

beneficio.
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Per6xido de Hidrégeno: También conocido como agua oxigenada, dioxogen o
dioxidano, es un compuesto quimico con caracteristicas de un liquido altamente polar,
fuer-temente enlazado con el hidrogeno tal como el agua, que por lo general se presenta
como un liquido ligeramente mas viscoso que ésta. Es conocido por ser un poderoso

oxidante.

Proteina Hwp-1: Es una glicoproteina situado en la superficie de un hongo diploide
oportunista llamado C. albicans. Esta proteina aparece exclusivamente en la superficie de

una proyeccion llamada hifas que emerge de la superficie de este hongo.

Pseudomicelio: Son células micéticas que resulta de la brotacion de un blastoconidio
gue ha permanecido unido a los demas. Los tabiques que separan las células estan
completos y no hay conexion citoplasméatica, como si sucede en las hifas verdaderas

tabicadas.

Queratinocitos: Son las células predominantes (90%) de la epidermis, la capa mas
superficial de la piel. Contienen una proteina muy dura que se llama queratina, la cual
estimula el crecimiento de células epiteliales en la piel y de las que revisten la superficie

de la boca, el estbmago y los intestinos.
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V. MARCO TEORICO

1. Candidiasis

1.1. Definicion

La candidiasis es una infeccién esporadica y/o crénica, causada por diferentes levaduras
del género Candida spp, tipo de hongo que es comun en el cuerpo de las personas sanas.
La patologia se presenta con manifestaciones clinicas extremadamente variables de
evolucion aguda, subaguda, crénica o episodica, en las cuales el hongo puede causar
lesiones cutdneas y mucocutaneas. Los procesos de candidiasis se desarrollan
generalmente en el tejido mucocutaneo, se puede presentar en diferentes érganos, con
mayor frecuencia en ojos (Endoftalmitis), rifiones, pulmones, bazo, sistema nervioso
central (meningitis) o también alrededor de una prétesis valvular cardiaca y huesos por

diseminacion sanguinea, recibiendo el nombre de Candidemia [1].

1.2. Agentes etiolégicos

Aungue se han reportado mas de 17 especies patogenas, el 90% de las infecciones se
atribuyen a: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parasilopsis, C. tropicalis [2].

La C. albicans es la especie aislada con mayor frecuencia a partir de muestras clinicas y
generalmente representa entre un 90% y un 100% de las cepas aisladas de muestras
provenientes de la mucosa. En menor porcentaje se encuentra la C. glabrata, C. tropicalis,

C. krusei, entre otras [3].
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FIGURA IV-1. Microscopia electronica de transmision. Morfologia de Candida sp. [4]
CW = Pared celular,
PM =Membrana plasmatica, M = Mitocondria, V = Vacuola,
N = Ndcleo

1.3 Clasificacion taxondmica

Dominio: Eucarya

Reino: Fungi

Divisién: Eumycota
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Blastomycetes
Familia: Cryptoccocaceae
Género: Candida

Especies: C. albicans; C. glabrata; C. krusei; C. parapsilosis; C. tropicalis, entre otros

[5].
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Especie Oniquia Paroniguia Vaginitis Endocarditis Otras

C. albicans + + + + +
C. parpasiliosis + +
C. tropicalis + + +
C. guilliermondi + +
C. pseudotropicalis +
C. kruseii + +
C. stellatoidea +

TABLA IV- 1. Relacién de especies de Candida y su localizacion especifica [6].

1.4 Fuentes de infecciéon y modo de transmisién

La Candida sp. es un componente de la microbiota normal del sistema digestivo y la
vagina en un alto porcentaje de personas sanas. En su habitat normal la Candida es
levaduriforme con brotes; en los tejidos infectados puede producir pseudohifas (filamentos
compuestos de células gemantes alargadas, que no se desprendieron de la célula
madre). La mayor parte de las infecciones tiene una fuente enddgena, producto de
algunos estimulos (stress) que tienen como consecuencia una alteracion de la microbiota,
lo que resulta la proliferacion de la Candida spp. Por otra parte, existe una infeccion de
fuente exdgena, que se puede transmitir por contacto directo con las secreciones de la
boca, piel, vagina y heces de enfermos o portadores. Por ejemplo en los hospitales donde
las levaduras pueden ser transmitida a lactante a partir de mamaderas mal esterilizadas, o
a pacientes trasplantados e inmunodeprimidos a partir de materiales quirargicos, equipos
de dialisis o endoscopios mal esterilizados o por transmisién horizontal a partir de la
existencia de infecciones por levaduras en manos o ufias del personal que trabaja en

unidades de cuidados intensivos (UCI), sin la debida proteccién [6,7].

11
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1.5 Patogenia

El delicado equilibrio que existe entre comensal (levaduras) y el sistema inmune del

hospedero podria romperse y dar lugar al parasitismo o desarrollo de una infeccion

oportunista. El desarrollo de la enfermedad por Candida sp. depende de la interaccién de

ciertos factores:

1.5.1 Factores predisponentes

Son generalmente modificaciones en los mecanismos de defensa del huésped, los cuales,

secundariamente, inducen transformaciones en el comportamiento del hongo. Las

manifestaciones clinicas y la severidad de la infeccién estan en relacién con la naturaleza

y el grado de compromiso de las defensas normales del huésped. Los factores pueden

ser diversos, donde se encuentran:

El uso de antibiéticos de amplio espectro, o los que actldan sobre bacterias
gram positivas, la razén es clinica, ya que estos antibioticos no distinguen entre
bacterias normales de la microbiota y las nocivas, eliminando también a los
bacilos de Doderlein que son los encargados de mantener el pH de la vagina.
Lo anterior provocaria un cambio en el pH, generando un ambiente éptimo para
la proliferaciébn de microorganismos patégenos como la Candida spp. La otra
razén es la inmunodepresion secundaria al uso de antibiéticos, que reduce
también al propio sistema inmunolégico. Especificamente en el caso de las
candidiasis y el uso de antibiéticos hay que decir que los antibidticos no matan a
los hongos, por tanto ante la desaparicion de la microbiota bacteriana, los

hongos proliferan [8].

Estados de inmunodepresion originados por diversas enfermedades, elementos

toxicos o stress. hepatitis, parasitosis, inanicién, VIH, drogadiccion, entre otras.

Farmacos inmunodepresores y quimioterapia.

12
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- Tratamientos con glucocorticoide, principalmente por su efecto depresivo del
sistema inmunoldgico (especialmente sobre las poblaciones de linfocitos T),
también influye por otros efectos, tales como la disminucién de la sintesis
proteica (que afecta a la formacion de tejidos y por tanto, a la formacion y
desarrollo de las mucosas) y porque disminuye la disponibilidad de azucar para
las células, con lo que aumenta el contenido extracelular de azucares y por

tanto la disponibilidad para los patégenos [8].

- Los anticonceptivos hormonales: La razon, mas importante, es el hecho de que
produce un cierto grado de atrofia del epitelio vaginal, es decir, disminuye su
espesor volviendo a la vagina mas vulnerable a la invasion por parte de agentes
patdégenos y a sufrir dafios irritativos. Por ultimo, los progestagenos facilitan la
formacion de micelios a partir de las formas levaduriformes del contenido
vaginal (facilitan el paso de la forma saprofita e inofensiva a la forma dafiina)
[1,8].

- Deficiencia en los niveles de estrogenos, esta deficiencia disminuye el
desarrollo del epitelio y ademas disminuye las concentraciones de glucoégeno,
incidiendo en una disminucion de los bacilos de Déderlein [8].

- El flujo menstrual alcaliniza la mucosa vaginal, ademas los lactobacillus sp. se
adhieren a los hematies siendo asi eliminados con la sangre y disminuyendo
consecuentemente el nimero de estos [8].

- Lahumedady el calor.

- Eluso de espermicidas y uso de dispositivo intrauterino.

13
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- Los periodos de lactancia y gestacion: Durante el embarazo incrementan
significativamente los niveles de estrogenos y progesterona. En las levaduras
se encuentran receptores para estrogenos y progesterona, por tal motivo
pueden ser estimuladas durante el embarazo. Por otro lado, estas hormonas

intervienen en la supresién parcial de la respuesta de los linfocitos T [1,8].

- La menopausia, ya que al disminuir la cantidad de estrogenos, se produce una
atrofia de la mucosa vaginal, también disminuyen los niveles de glucégeno en
las células de la misma y consiguientemente disminuye la poblacién de bacilos

de Doderlein.
- Ladiabetes por mantener elevados niveles de glucosa en el medio extracelular.
- Laobesidad.

- Carencias nutricionales, insuficiencia de hierro, acido félico, vitamina B12,

azufre o zinc.

- latrogénicos, uso prolongado de corticoides, guimioterapicos,
inmunosupresores, agentes citotdxicos, alimentacion parenteral, trasplantes,
cirugia abdominal, utilizacion de sondas y catéteres, radioterapia, protesis,

hemodidlisis, cateterismo.

- Otros factores son: clima tropical, subtropical, dietas ricas en carbohidratos,
hipotiroidismo subclinico.
1.5.2 Patogenicidad intrinseca del microorganismo

El potencial patogénico de las levaduras varia considerablemente. Estas no son un

componente pasivo del proceso infeccioso, sino que poseen una serie de factores de

14
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virulencia. No existe un Unico factor que pueda ser considerado por si solo como
responsable de la patogenicidad, sino que se ha propuesto una combinacién de diferentes
factores que contribuyen a una o0 mas etapas de la infeccion. Los principales factores de

virulencia, que han sido estudiados en profundidad para C. albicans [7] (aungque algunos

de ellos han encontrados en otras especies) son:

1.5.2.1 Capacidad de adherencia de las levaduras a diferentes superficies

La Candida sp. en su pared celular estd compuesta por manano (50-70%), quitina (20%),
proteinas (3-6%), lipidos y carbohidratos (1-5%), los cuales son importante en los
procesos de adherencia al epitelio antes de invadirlo (FIGURA V- 2), ademéas con la
obtencion de &acidos carboxilicos de cadena corta, producto del metabolismo de los
azucares, logra un ambiente acido éptimo para su crecimiento. El componente antigénico
es una glicoproteina que se encuentra en la pared celular asociado a la produccién de
fosfolipasa capaz de destruir la membrana celular del hospedero y proteasas que ejercen
efecto sobre la superficie celular. Igualmente la pared celular de la Candida spp puede
inhibir la fagocitosis por neutréfilos, ya que se cuenta con un mecanismo competitivo entre

el polisacarido de la pared celular y los receptores de la superficie del neutrofilo [7].

| . |

Adhesina

L AV ctruia Receptor

a4 I HOSPEDERO

Adherencia de una levadura a la mucosa del intestino

FIGURA IV- 2. Adherencia de las levaduras a las mucosas [6].
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1.5.2.2 Produccién de enzimas extracelulares

Otro factor de virulencia es la produccion de la enzima aspartil-proteinasa que facilita la
penetracion a los queratinocitos. También son importantes porque permite la degradacion
de proteinas humanas, la digestibn de moléculas para la obtenciéon de nutrientes, la
digestion y distorsion de las membranas celulares del huésped para permitir una mayor

adhesion e invasion celular.

1.5.2.3 Produccion de hifas y pseudohifas

Aumenta de la capacidad invasiva de la levadura y es la causante de la aparicion de las
manifestaciones clinicas de la candidiasis. Esta posee una proteina la Hwp-1 que ayuda a
la adherencia de la hifa al queratinocito. Ademas las hifas son mas dificiles de fagocitar y

permiten el escape al romper la membrana citoplasmatica del fagocito [7].

1.5.2.4 Variabilidad fenotipica y antigénica
Es un cambio espontaneo, frecuente y reversible entre diferentes fenotipos distinguibles

por la morfologia de la colonia o por la morfologia celular.

1.5.2.5 Biofilm

Biofilm o biopelicula se le denomina a una colonia de microorganismos que crecen
unidas a una superficie o matriz polimérica extracelular o glicocéalix. Esta matriz esta
compuesta por grandes cantidades de agua Yy exopolisacaridos (componentes
fundamentales producidos por los propios microorganismos) tales como: el manan, glucan
y quitina. Aunque la sintesis de los componentes de la pared celular esta dinamicamente
influenciada por las condiciones de crecimiento y por los estadios metabdlicos. El
polisacarido manan representa aproximadamente entre 15,2% y 22,9% del peso seco y
poco mas del 40% de los polisacaridos de la pared celular del hongo. El D-Glucan R-1-3 y
el D-Glucan R-1-6 constituyen entre 47% y 60% del peso seco de la pared celular. La

quitina representa entre 0,6% y 9% del peso de la pared celular.
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El biofilm puede estar formado por una sola especie bacteriana o flngica o por una
comunidad derivada de multiples especies microbianas, y tendrd caracteristicas
especiales de crecimiento y una alta resistencia a los antifungicos. Los biofilms son muy
dificiles de eliminar y son fuente de infecciones recidivantes [9]. El 65% de las infecciones
humanas estan relacionadas con la formacion de un Biofilm, como se mencion6
anteriormente actia como un reservorio volviéndose reincidentes como las infecciones
urinarias, de placa dental, endocarditis, entre otras.

Las ventajas que ofrece este tipo de asociacion son la fuerte unién a superficies vivas o
inertes, colonizacion a tejidos huésped, expresidbn de caracteristicas de virulencia y
cooperacion metabdlica.

Los microorganismos que crecen como biopelicula tienen un fenotipo Gnico, comparado
con su contraparte plancténica (libre), particularmente en el aumento a la resistencia a los

agentes antimicrobianos [9].

1.5.2.6 Candidiasis asociada a biofilm

El analisis de biopeliculas de C. albicans por microscopia de fluorescencia muestra que
estan formadas por una capa basal de blastosporas, hifas y pseudohifas ordenadas en
una estructura de doble capa, dentro de wuna matriz extracelular constituida
fundamentalmente de polisacaridos y proteinas resistentes a un amplio espectro de
antifingicos que incluye anfotericina B y fluconazol [10].

La adhesion y colonizaciéon de las poblaciones flungicas se favorece por diversos factores
como el flujo del medio que los rodea (orina, sangre, saliva y moco) pH, la temperatura y
la osmolaridad [10].

Por dltimo los componente de la matriz extracelular del biofilm jugara un papel
fundamental a la hora de presentar resistencia al tratamiento, como es el caso en C.
albicans donde el azucar principal es la glucosa; sin embargo, en C. tropicalis es
hexosamina, lo que explica que la composicion sea la causa de los distintos grados de
penetracion de los antifungicos, por lo que en C. tropicalis y C. parapsilosis la difusion sea

mas lenta del 5-flurocitina y del fluconazol.
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1.5.3 Mecanismos de defensas contra Candida spp.

1.5.3.1 No inmunes

Piel y mucosa: el epitelio escamoso estratificado de la piel funciona normalmente
como una barrera efectiva contra la invasiéon microbiana, y es un lugar inhéspito
para la colonizacién por Candida. El recambio regular de las células cutaneas
representa un mecanismo efectivo para erradicar microorganismo colonizantes, y
los lipidos cutaneos parecen inhibir el crecimiento de Candida. La ruptura
mecanica de la piel, por traumas, quemadura, maceracién de la piel, es el factor
predisponente mas importante para la infeccién por Candida. La piel se defiende
relativamente bien de la colonizacion e infeccion por Candida, sin embargo, las
mucosas se defienden peor, y es en estas superficies donde ligeros cambio en el
ambiente o en las defensas del huésped, pueden favorecer a los
microorganismos. Las mucosas de la boca, intestinal y vaginal, pueden estar
colonizadas por Candida hasta en un 80% de los individuos normales, y el indice

de colonizacién aumenta en pacientes hospitalizados [11].

La interaccidn con otros miembros de la microbiota, por ejemplo, el Lactobacillus
acidophilus es el encargado de mantener el pH de la vagina entre 4 - 4,5 [8] y de
este modo impedir la proliferacién de otros componentes de la microbiota vaginal.
La integridad funcional del estrato c6rneo en el caso de la piel. El proceso de

descamacién debido a la proliferacion epidérmica inducida por la inflamacion.

1.5.3.2 Inmune

Factores humorales: Una vez que los microorganismos atraviesan la piel o las
mucosas, la siguiente linea de defensa esta en el suero. Los factores humorales
o del suero tienen menos importancia en la resistencia del huésped a la infeccion

por Candida que las células fagociticas y la inmunidad celular. El suero y el
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plasma, aungque contengan anticuerpos y componentes del complemento, no son
capaces de destruir a la Candida por si solos [11].

- Células fagociticas (FIGURA IV-3): Una vez que el microorganismo invade la
dermis o0 penetra en la sangre, los polimorfonucleares (PMFN) actian como
mecanismo de defensa ya que tiene la capacidad de dafar las pseudohifas y de
fagocitar y destruir los blastosporos, mediante la liberacion de sustancias
fungicidas como derivados reactivos de oxigeno y enzimas lisosémicas. Ademas
de los neutréfilos, los monocitos y eosinéfilo también ingieren y destruyen a este
microorganismo. In vitro los monocitos son mas eficaces que los
polimorfonucleares en la destruccion de la Candida. La mieloperoxidasa, el
peroxido de hidrogeno y el anion superoxido constituyen un importante
mecanismo responsable de la destruccion intracelular de la Candida. Neutrofilos
y monocitos carecen de la capacidad de generar peréxido de hidrogeno y el
anién superdéxido. Otra célula que ayuda a la eliminacion de las levaduras es el
macrofago que posee receptores que reconocen moléculas de ciertos
microorganismos como la manosa [12]. Al tener contacto con el antigeno extrafio
los macréfagos liberan lisosimas, colagenasas, elastasas, hidrolasas,
leucotrienos, prostaglandina, 6xido nitrico, interleucinas, TNF a y complemento

gue ayuda a la destruccion del microorganismo.

- Inmunidad mediada por células: Es el mecanismo méas importante de defensa
frente las infeccion fungica utilizando los linfocitos T CD4+ Y CD8+ que ayudan a
la eliminacién de las formas fangica [12]. La importancia de los linfocitos y de la
inmunidad celular en la defensa contra Candida puede ser vislumbrada a partir
de tres observaciones clinicas. Los pacientes con candidiasis mucocutanea
cronica se infectan como consecuencia de una disfuncion del sistema linfocitario.
El mecanismo por el que los linfocitos pueden controlar la infeccién por Candida
no estd bien definido. Sustancias similares a las linfoquinas liberadas por

linfocitos activados se han mostrado téxicas para Candida. La interaccién de los
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linfocitos con los macréfagos y neutréfilos es importante en el inicio de la

respuesta de estos [11].

Notore Revearwy | 1oy
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FIGURA IV-4. Diferentes mecanismos para la eliminacion de Candida [11].
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1.6 Formas Clinicas de la Candidiasis.

Cutanea
- Grandes y pequefios pliegues
- Ufas: Onixis blastomicética

- Granuloma candidiasico

Mucocutédnea
- Mucosa oral: pseudomembranosa o0 muguet, eritematosa, glositis rémbica y
queilitis angular.
- Mucosa digestiva: esofagitis, gastritis, enteritis y lesiones perianales.
- Mucosa bronquial
- Mucosa genital: vulvovaginitis micética y balanitis

- Candidiasis mucocutanea crénica

Candidiasis
- Candidiasis Profunda o Invasiva
- Candidiasis Localizada (en diferentes 6rganos)
- Candidiasis Sistémica o Diseminada: Aguda - Crénica

Alérgica.

1.6.1 Cutanea

1.6.1.1 Candidiasis de los pliegues (intertrigos blastomicéticos)

Este tipo de Candidiasis afecta cualquier pliegue del cuerpo. Se presenta a cualquier
edad, aunque en el adulto es mas frecuente en la mujer. Una de las causas
predisponentes mas frecuentes de esta afecciéon es la diabetes, el calor, la humedad y la

maceracion de la piel [7].
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1.6.1.2 Candidiasis de los grandes pliegues axilar, intergliteo, inguinal,
submamario, suprapubico: (FIGURA IV-5, IV-6 y IV7)

La lesion inicial se caracteriza por la presencia de una o varias vesiculas superficiales,
que se rompen y dejan al descubierto un fondo rojo erosionado que no sangra. Cuando se
abre el pliegue, se observa un fondo mas o menos extendido rojo brillante y himedo; en
el fondo se encuentra una grieta que puede estar cubierta por un magma blanquecino de
piel macerada. Los pacientes pueden sentir un prurito mas o menos acentuado y

sensacion de ardor o quemazon [7].

FIGURA IV-5. Lesion por Candida en pliegue inguinal [7].
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FIGURA IV-6. Lesion por Candida en pliegue submamario [7].

FIGURA IV- 7. Lesion por Candida en pliegues inguinales en un nifio [7].
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1.6.2 Mucocutaneas

1.6.2.1 Mucosa oral

La candidiasis en mucosa oral fue descrita como enfermedad asociada en el primer caso
de SIDA publicado, y constituye la infeccion flngica mas frecuente en los pacientes VIH
(+) y actualmente se presenta en personas que realizan otras practicas sexuales, como el
sexo oral. Se considera que hasta un 90% de los individuos infectados por VIH sufriran al
menos un episodio de candidiasis orofaringea [13].

Actualmente consideramos las siguientes formas clinicas de candidiasis oral: candidiasis
pseudomembranosa  (aguda-crénica), candidiasis eritematosa (aguda-crénica),
candidiasis hiperplasica (leucoplasica), lesiones asociadas (estomatitis protética, queilitis
angular, glositis rombica, queilitis exfoliativa), candidiasis mucocutaneas (cronicas).
Cuando dos o mas de estas formas clinicas aparecen juntas se le denomina candidiasis

oral multifocal [13].
1.6.2.1.1 Candidiasis pseudomembranosa o0 muguet.

Es la mas comun de las afecciones orales. Es frecuente en los lactantes hasta los 3
meses de edad, en el adulto es mas rara, su aparicion se ve favorecida en los ancianos
por el uso de protesis, el reposo relativo de la boca y la reduccion de la secrecion salival y
en pacientes con tratamientos con antibigticos, quimioterapicos [7].

Se caracteriza por la presencia de grumos o placas blanco-amarillentas de consistencia
blanda o gelatinosa, que crecen de manera centrifuga (FIGURA IV-8). Al ser raspadas se
desprende facimente dejando una zona eritematosa, erosionada o ulcerada, en
ocasiones dolorosa, con una mucosa adyacente normal en apariencia. Las lesiones se
pueden localizar en cualquier zona de la mucosa oral, pero predominan en la mucosa
yugal, orofaringe y margenes laterales de la lengua. En la mayoria de los casos, la
sintomatologia es minima, pero en los casos masivos, los pacientes pueden quejarse de

dolor, ardor o disfagia [13].
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Histolégicamente las pseudomembranas estdn compuestas por células epiteliales
descamadas, fibrina, tejido necrotico, restos de alimentos, células inflamatorias y células
candidiasicas con micelio. C. albicans no penetra mas alla del estrato cérneo del epitelio
gue presenta edema y microabscesos. El tejido conectivo subepitelial presenta un

infiltrado inflamatorio mixto con PMFN, linfocitos y macréfagos [13].
1.6.2.1.2 Candidiasis eritematosa

Este tipo de infeccion mal llamada atréfica, se presenta clinicamente como un area rojiza
de bordes mal definidos en la mucosa oral sin la presencia de placas blanquecinas
(FIGURA IV-9). Representa en la actualidad la forma clinica mas comun tanto en los
inmunocompetentes como en lo inmunodeprimidos. Es més frecuente identificarla en el
dorso de la lengua y en el paladar, en una imagen doble en espejo. En general es una
lesion asintomatica o que produce un ligero picor, por lo que en muchas ocasiones es un
hallazgo casual. Los hallazgos histopatoldégicos son similares a los encontrados en la
pseudomembranosa, con una infiltracién de polimorfonucleares en el tejido conectivo, una

cierta atrofia epitelial y una vascularizacion hiperémica [13].
1.6.2.1.3 Candidiasis hiperplasica o leucopléasica

Se define como una lesion oral en placas o pequefios nédulos blancos, que no pueden
ser desprendidos por raspado y no pueden ser atribuidos a ninguna patologia
diagnosticable. Se pueden localizar en cualquier lugar de la mucosa oral, pero aparecen
mas frecuentemente en la mucosa yugal cerca de las areas retrocomisurales y en la
lengua. En los cortes histopatoldgicos se reconoce la invasion por hifas que penetran en

angulo recto desde la superficie [13].
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1.6.2.1.4 Queilitis angular

Se caracteriza por un enrojecimiento intenso de las comisuras labiales (habitualmente
bilateral), con aparicién de grietas o fisuras y formacién de costras (FIGURA 1V-10). Esta
lesion no siempre esta producida por Candida por lo que algunos autores la consideran
como una lesién asociada. En muchos casos se trata de una infeccién mixta en la que

intervienen bacterias como el Staphylococcus aureus o algunos estreptococos [13].
1.6.2.1.5 Glositis rémbica o romboidal media

Es una patologia infrecuente que aiin mantiene ciertas controversias respecto a su exacta
etiopatogenia. Inicialmente se consideré6 que era una anomalia del desarrollo por
persistencia del tubérculo impar en el centro del dorso de la lengua (FIGURA IV-11).
Diversos autores han demostrado que se ftrata, en muchos casos, de una lesiéon
candidiasica crénica en una zona especialmente proclive a desarrollar esta infeccion [13].

Este proceso se produce mas frecuentemente en los varones, fumadores y diabéticos.
Por otra parte es comudn en personas que realizan otras practicas sexuales, como el sexo

oral.

FIGURA 1V-8. Candidiasis pseudomembranosa o muguet en paciente VIH + [13].
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FIGURA 1V-9. Candidiasis eritematosa en(a) paladar duro y (b) en dorso de la lengua [13].

FIGURA IV-10. Queilitis angular bilateral en paciente anciana sometida a terapia con antidepresivo
[13].
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FIGURA IV-11. Glositis rémbica [7].

1.6.2.2 Mucosa digestiva

Involucra eséfago, estbmago e intestino.

1.6.2.2.1 Candidiasis esofagica

La afeccién esofagica puede ser parte del muguet que se inicia en la boca. Clinicamente
se presenta con odinofagia, disfagia y dolor retroesternal [14]. Sintomas constitucionales
como fiebre también pueden ocurrir. El dolor epigastrico puede ser el sintoma dominante,
aunque el cuadro puede ser asintomatico. Puede aparecer en pacientes tratados con
ATB, corticoides, radiaciones, con diabetes y/o VIH (+).

Se puede clasificar segun la apariencia endoscépica de acuerdo a la clasificacién de
Kodsi [7] en:

Tipo I: placas escasas grises o blanquecinas hasta de 2 cm de didmetro.

Tipo II: placas numerosas y mayores de 2 cm de diametro.
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Tipo lll: placas confluentes lineales, nodulares, con hiperemia y franca ulceracién.

Tipo IV: mayor friabilidad de la mucosa y ocasional estrechez del lumen.

Se ha demostrado que la candidiasis esofagica puede ocurrir en individuos saludable [15].
El diagnoéstico diferencial es amplio, hay que distinguir esta entidad de otras causas de
esofagitis como: esofagitis eosinofilica, esofagitis por radiacion, esofagitis por reflujo,
Citomegalovirus, infeccion por Herpes. En pacientes con SIDA no es infrecuente

encontrar mas de una causa que explique la esofagitis [14].

El segundo y tercer sitio mas frecuentemente atacado es el estbmago e intestino
respectivamente. Estan predispuestos los pacientes con cancer o en tratamientos
prolongados con aquellos farmacos que produzcan alteracién en el pH del jugo gastrico.
La infeccion gastrica puede manifestarse frecuentemente como una ulcera en la mucosa.

La mayoria de estos casos son diagnosticados por autopsia.

FIGURA IV-12. Candidiasis esofagica.

29



* Universidad O

* -
N deValparaiso i iobstetricia
CHILE puericultura
1.6.2.3 Mucosa vaginal y peneana

1.6.2.3.1 Vulvovaginitis micética

Es la segunda causa de infecciones vaginales después de la vaginosis bacteriana,
causada principalmente por C. albicans (60 a 80%), y ocasionalmente por C. Glabrata
(hasta un 20%) y C. tropicalis (6 a 23%) [16]. Mas frecuente en la mujer con diabetes, en
la gestante o en pacientes tratadas con ATB o anticonceptivos orales. La infeccion se
caracteriza por la presencia de secrecion espesa y grumosa, de aspecto lechoso, blanca
0 blanco-amarillenta (con aspecto de leche cortada) y placas pseudomembranosas de
color blanco grisaceo, que se encuentran en la mucosa vaginal (FIGURA 1V-13). Toda la
zona genital estd muy inflamada y por lo general, el prurito es muy intenso [16]. Se
pueden presentar como episodio aislado o como episodios recurrentes. Se define como
Candidiasis vulvovaginal (CVV) recurrente, cuando se producen 3 o mas episodios de
CVV en un afo. Es importante mencionar que la vulvovaginitis micdtica puede ser
originada en la gestacion debido a las modificaciones hormonales y a los cambios en el
pH vaginal que favorecen la presencia de infecciones vaginales que conllevan a la
vulvovaginitis si estas no son tratadas oportunamente [17].

La candidiasis en la gestacion esta dentro de los factores predisponentes para la
aparicion de vulvovaginitis. Se ha demostrado que la gestante es mas susceptible a la
candidiasis vaginal; esta situacion puede ser explicada por los altos niveles de estrogeno
gue se presentan durante el embarazo con un aumento del glucogeno vaginal,
favoreciendo el crecimiento micético. Las estadisticas muestran que la C. albicans es la

primera causa de vulvovaginitis en embarazadas [8].
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FIGURA 1V-13. Vulvovaginitis micotica.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

SIGNOS Y SINTOMAS

CANDIDIASIS

TRICOMONIASIS

VAGINOSIS

Blanca, grumosa,

Amarillo-verdosa,

LEUCORREA _ Gris homogénea
viscosa espumosa
OLOR Ninguno Maloliente A pescado
PRURITO Intenso Leve, intenso No
Eritematosa, grumos _
MUCOSA VAGINAL Petequias Normal
blancos adherentes
pH Menor a 4.5 Mayor a 4.5 Mayor a 4.5
ERITEMA VULVAR Frecuente Ausente Normal

TABLA IV- 2. Diagnostico diferencial [7]
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1.6.2.3.2 Balanitis o balanopostitis por Candida

Se define como la inflamacion del glande del pene, a menudo con el prepucio
(balanopostitis), esto se produce por la presencia de Candida sp. y la ausencia de otra
etiologia infecciosa. La balanitis por Candida, presenta manifestaciones clinicas tales
como, erosion superficial, con zonas eritematosas o0 acristalada y papulas con o sin
pustulas erosionado en la zona del glande o en el surco balano-prepucial acompafiado de
ardor local y prurito, es generalmente adquirida por via sexual y, a menudo se asocia con
la presencia de la diabetes en hombres [17].

El diagndstico se basa principalmente en el aspecto clinico, pero puede ser confirmada
por microscopia y / o cultivo si se consideran otros diagnosticos diferenciales. La cantidad
de material que se puede recoger es a menudo pequefia, y por lo tanto el método de
muestreo tiene una fuerte influencia sobre la sensibilidad de la microscopia y los cultivos.
El uso de un método de "cinta adhesiva" ha demostrado ser mas sensible que a través del

método de limpiado [17].

FIGURA IV-14. Balanitis.

32



* °

KA Universidad O

N deValparaiso iiobstetricia
CHILE puericultura

1.7 Diagnostico

Dada la ubicuidad de la levadura, el diagnostico de laboratorio debe hacerse con gran
cautela. El examen directo de lesiones de las ufas, de la piel (en hidréxido de potasio) o
de las mucosas (en lactofenol-azul de algoddn), o la observacion microscopica de
extensiones tefiidas con Gram, tiene significado diagnéstico si se encuentra el
microorganismo en un gran numero. El examen debe realizarse con muestra fresca. La
presencia en las lesiones de la forma de levadura brotando junto a pseudohifas tiene un
valor diagnostico. El aislamiento aséptico de la sangre, liquido pleural, peritoneal, liquido
cefalorraquideo permite diagnosticar la candidiasis diseminada. Sin embargo, se debe
tomar en cuenta que la fungemia puede ser solo pasajera y no siempre indica una
infeccion sistémica.

La C. albicans crece bien en medio de agar sangre y Sabouraud a 25°C y 37°C. Otro
rasgo caracteristico de esta especie es la produccion de tubos germinativos agregando a
una peguefia cantidad de suero un poco de cultivo e incubando la mezclaa 37° Cpor2a
4 horas (Cartes y Chengappa, 1991).

Las otras especies de Candida se pueden identificar por sus caracteres bioquimicos de
fermentacion y asimilacion de hidratos de carbono. En la actualidad se dispone de la
globulina marcada anti C. albicans para la prueba de inmunofluorescencia en extensiones
de materiales patologicos o de cultivo. También son de utilidad las pruebas de
aglutinacién en tubo, de inmunofluorescencia indirecta y de hemaglutinacion indirecta, si
el nivel de anticuerpos que se detecta esta por encima del que prevalece en la poblacién
normal. En las personas sanas las inmunoglobulinas predominantes o exclusivas son de
la clase IgM; en cambio, en la candidiasis sistémica hay un rapido aumento inicial de IgM

y luego de IgG, con posterior disminucion de IgM y persistencia de la IgG.

1.8 Toma de muestras para el diagndstico de Candidiasis

Para la identificacion de levaduras en el laboratorio se pueden obtener diferentes

muestras a partir de las cuales se puede realizar el aislamiento. Estas muestras incluyen:
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sangre, orina, frotis rectales, catéteres intravasculares y exudados, hisopados de

mucosas Yy piel, entre otras [12].
1.9 Pruebas de Diagndstico

1.9.1 Pruebas Microbioldgicas

Las pruebas microbiolégicas son el conjunto de procedimientos y técnicas
complementarias empleadas para determinar si los microorganismos estan presentes en
una muestra (ausencia/presencia), pruebas para cuantificar el numero de
microorganismos o el recuento de microorganismos presentes en la muestra y pruebas

destinadas a identificar microorganismos.
1.9.1.1 Hemocultivo

Es considerado la prueba Gold Standard en la identificacion de la candidemia. Este se
realiza utilizando un frasco al vacio con medio de cultivo liquido (el cual debe contener los
requerimientos nutricionales necesarios para el crecimiento de Candida spp), en donde se

deposita la muestra de sangre obtenida del paciente [12].
1.9.1.2 Examen directo

Si se trata de material corneo (escamas de piel, raspado de ufas, pelos) se lo examina
con una solucion de KOH 20% en caliente (para disgregar y clarificar el material). Si se
trata de material obtenido de mucosas, heces, etc., el material se examina directamente
entre porta y cubreobjetos, puede realizarse en fresco (solucion salina, azul de lactofenol),
o0 usando diferentes coloraciones (FIGURA IV-17). En este examen se observan
levaduras unicelulares esféricas u ovoides de pared delgada, generalmente gemantes.

Este criterio es utilizado en la identificacion de levaduras directamente de las muestras en
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el laboratorio clinica, ya que es el método sencillo y econdémico, porque permite la
observacion directa de la forma de levadura caracteristicas de las especies de Candida

[7]. Si la muestra es positiva, se deberian observar elementos levaduriformes, de 3 a 5 de

diametro, con o sin pseudomicelio, y/o hifas verdaderas (FIGURA IV-15 y IV-16).

FIGURA IV-16. Levaduras y pseudomicelio. Hisopado de mucosa bucal. Fresco-400x [7].
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FIGURA IV-17. Levaduras y pseudomicelios- Hisopado de mucosa bucal. Coloracién May
Grunwald Giemsa (MGG)-1000x [7].

1.9.1.3 Cultivos

Una forma muy util de poder aislar, identificar y conservar los microorganismos es
mediante el uso de medios de cultivo. La forma mas sencilla de clasificar los medios de
cultivo es por su consistencia, entonces aparecen los medios de cultivo sélidos y los
medios de cultivo liquidos o también llamados caldos [18]. En ambos medios debe haber
una buena cantidad de nutrientes que faciliten el crecimiento bacteriano, la diferencia
entre el cultivo sélido y liquido radica en la presencia de una sustancia que se llama Agar
y que es la encargada de darle la solidez y consistencia al medio. Esta sustancia
proviene, principalmente, de un alga llamada Gelidium, aungue muchos otros géneros
pueden servir como fuente de este polisacarido (es decir, un azlcar grande formado por
la union de azucares pequefos).

La ventaja fundamental de usar un medio de cultivo liquido, es que permite que crezcan
microorganismos que se encuentran en muy poca cantidad, es decir, cuya concentracién
es muy baja en la muestra. Para el caso del medio de cultivo sélido, la ventaja radica en
que permite detectar los diferentes tipos de bacterias que puedan encontrarse en una sola

muestra [18].
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Los hongos del género Candida crecen bien en los medios generales: Agar Sabouraud
glucosa (ASG), Czapek, Agar papa dextrosa (APD). Es conveniente sembrar medios con
antibiéticos, como el cloranfenicol (ASG cloranfenicol) o cicloheximida (Mycosel) (tener en
cuenta que C. krusei, C. tropicalis son sensibles a este ATB) para impedir el desarrollo de

bacterias contaminantes.

1.9.1.3.1 Cultivo en Agar Harina de Maiz (AHM)+ Tween 80

Este medio sélido permite diferenciar muestras de C. albicans y no C. albicans, por
ejemplo en estudio de C. albicans, se observa, ademas de blastoconidios (levaduras
brotadas) y pseudomicelio, la formacion de clamidoconidios terminales a las 48 hs. de
incubacion. (FIGURA 1V-18). La ausencia de clamidoconidios indica que la especie no es
C. albicans [7]. En estos casos se pueden observar levaduras y pseudomicelio (FIGURA
19) o solo levaduras (FIGURA IV-20) y se debe informar como levadura no C. albicans (y

no como Candida sp.).
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FIGURA IV-18. C. albicans. Formacion de Clamidoconidios en AHM-Gueguén 1000x [7].
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FIGURA IV-20. Levaduras de C. glabrata en AHM-Gueguén 400x [7].

1.9.1.3.2 Agar Sabouraud glucosa (ASG)

Este medio sélido contiene peptona como fuente de nitrégeno, glucosa como fuente de
carbono, agar y en ocasiones se le adiciona cloranfenicol para inhibir la microbiota
acompafiante, el cual se incuba a una temperatura entre 35 y 37°C, durante un tiempo
aproximado de 24 a 48 horas, donde se obtiene colonias lisas, blandas, de color blanco o
beige, que con el tiempo van cambiando su aspecto a colonias plegadas, rugosas o
membranosas (FIGURA 1V-21). Este cultivo seré utilizado en esta investigacion.
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FIGURA IV-21. Levaduras y pseudomicelios- Hisopado de mucosa bucal. Coloracion MGG-1000x.

Colonias levaduriformes en ASG [7].
1.9.1.3.3 Agar de Nickerson

Cultivo sdélido adecuado para el aislamiento e identificacion de levaduras del género
Candida. EI medio sigue los principios generales del agar de sulfito-bismuto como agente
inhibidor y diferencial completando la selectividad la elevada concentracién de glicocola.
Este medio es altamente inhibidor, no permitiendo el crecimiento de bacterias. Candida
crece libre y rapidamente [19]. El aspecto colonial sobre este medio, después de una
incubacién de 48-72 horas a 30-35° C es el siguiente:

C. albicans: Colonias cremosas, muy convexas. circulares con bordes de aspecto
ligeramente micelial y color marron oscuro a negro (FIGURA IV-22). No toma brillo
metalico ni difunde pigmento aun después de 72 horas de incubacion. Para el
mantenimiento de estas caracteristicas coloniales. es importante que el medio este recién

preparado y no se haya recalentado [19].

C. tropicalis: Colonias acuminadas, cremosas, irregulares y bordes ligeramente

miceliares, de color marrén oscuro con el centro negro. Después de 72 horas de
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incubacién. Puede adquirir un brillo metalico caracteristico y puede producir un halo de

difusion de pigmento [19].

C. krusei: Colonias grandes y planas. con bordes irregulares de color marrén perlado mas

oscuro en el centro que en los bordes. en donde aparece un halo amarillento [19].

FIGURA IV-22. C. albicans en cultivo Nickerson [19].

1.9.1.3.4 Caldo Micoldgico

Medio de cultivo liquido para la produccion masiva y determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (MIC) en hongos. EI Agar Micolégico es un medio ampliamente utilizado
para el cultivo de hongos, se obtienen excelentes resultados para el mantenimiento de
todo tipo de hongos. La morfologia celular asi como la cromogénesis se mantienen
perfectamente sobre este medio, en el cual la produccién de clamidosporas de Candida
también suele producirse con espontaneidad. EI Agar Micoldgico. es el medio més
indicado para llevar a cabo ensayos de sensibilidad de fungistaticas y fungicidas, debido a

la simplicidad de su composicién y por su reaccion neutra [20].
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1.9.1.4 Prueba de tubo germinal

Es una extension filamentosa de la célula, la cual mide la mitad del ancho y de tres a
cuatro veces el largo de la célula. Esta prueba de inocular una colonia en un tubo con 0,5
mL de suero, se incuba a 37°C de 2 a 4 horas y luego se observa en microscopio con un
aumento de 40x, agregando 2 o 3 gotas de la suspensién en una lamina portaobjeto y
luego cubriéndola con una ldmina cubreobjetos. Si se observa una estructura elongada
unida a la levadura se considera una prueba de tubo germinal positiva. Es una prueba
facil de hacer y se realiza comunmente en los laboratorios, pero no es una prueba
eficiente para la identificacion de las especies de Candida ya que esta prueba solo

permite descartar la presencia de C. albicans [12].

FIGURA IV-23. Tubo germinal para identificacion de C. albicans [12].

1.9.2 Pruebas Bioquimicas

Se evalla la capacidad de la las levaduras para fermentar y asimilar los carbohidratos o la
presencia de enzima que reaccionan con sustratos cromogénicos. La importancia de
estas pruebas radica en la diferenciacion de las especies de Candida demostrando una

caracteristica particular del metabolismo de la levadura [12].
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1.9.2.1 Medios cromogénicos

Existen diferentes medios que utilizan substratos cromogénicos como CHROMagar
Candida, Cromogen albicans, CandiSelect, etc. Estos medios de cultivo diferenciales, en
Su mayoria estan compuestos por peptona, glucosa, cloranfenicol y una mezcla de
sustratos cromogénicos que producen color al ser degradados por enzimas especificas
gue permiten la diferenciacion de algunas especies de Candida. La lectura de la prueba
se realiza mediante los colores, texturas o fluorescencia [12].

1.9.2.1.1 CHROMagar Candida

Su principal ventaja es que reduce el tiempo de identificacion de especies como la C.
albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C.glabrata y C. krusei, a diferencia de los otros
medios que sélo son capaces de discriminar la C. albicans.

(FIGURA 1V-24) C. albicans (color verde), C. tropicalis (color azul) y C. krusei (colonias

rosas secas y rugosas) y colonias rosas humedas (otras especies de Candida) [7].

FIGURA IV-24. Placa de CHROMagar™ con mezcla de levaduras [7].
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1.9.3 Pruebas inmunoldégicas

Son necesarias para la deteccion de antigenos y anticuerpos circulantes contra especie
de Candida. Para ello existen pruebas como la inmunofluorescencia indirecta, aglutinacion
en latex, prueba de ELISA, inmunodifusion, etc., las cuales permiten un diagnostico rapido

tanto de candidiasis, como de candidemias [12].
1.9.3.1 Aglutinacién en latex

Utiliza particulas de latex recubiertas con anticuerpos monoclonales que reaccionan con
antigenos de C. albicans. Un ejemplo de esto es la prueba de Bichro-Latex albicans, en
donde luego de la formacién del complejo antigeno - anticuerpo, se puede evidenciar la
reaccion por medio del fendmeno de aglutinacion, el cual se visualiza en una placa de
color como se observa en la figura. Es de facil reproducibilidad, no requiere de mucho
tiempo para su realizacion y es de sencilla lectura. Se encontré que no es relevante el
medio de cultivo, en el cual se aisle la C. albicans (agar sangre de oveja, agar glucosado
de Sabouraud con cloranfenicol, etc.), la prueba muestra aglutinacion para C. albicans y
no presenta aglutinacion para otras especies de Candida [12].

1.9.3.2 Prueba de inmunofluorescencia

Se utiliza para el diagnéstico de Candida por medio de deteccion de anticuerpo frente al
pseudomicelio de Candida. Esta técnica es util para la identificacion de candidiasis

invasora por C. tropicalis, C. krusei y C. dubliniensis, entre otras [12].

1.9.4 Pruebas moleculares

Generan respuestas mas rapidas y confiables, estas técnicas estan basadas en el andlisis
de fragmentos de &cido nucleicos, siendo las mas utilizadas la reaccion en cadena de la

polimerasa [12].
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1.9.4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Tiene como fundamento la amplificacién de secuencias de ADN y ARN de interés. Para
esto se debe realizar una serie de pasos: la desnaturalizaciéon del ADN, por incubacion a
altas temperaturas para generar ADN de hebra simple; alineacion, donde hay un
descenso en la temperatura para los iniciadores u oligonucle6tidos se unan a las regiones
complementarias blanco de la amplificacién; y la extension, en donde una polimerasa se
une a los iniciadores y se realiza la sintesis de la hebra de ADN complementaria. Este tipo
de técnica han aumentado su popularidad en la Ultima década. Es por esto que con el fin
de desarrollar técnicas rapidas y sensibles para detectar ADN de Candida a partir de
suero, Dunyach y colaboradores en 2008, utilizaron la prueba de PCR en tiempo real, la
cual permite que el proceso sea monitorizado a través de la cuantificacion de
fluorescencia. Presenta una sensibilidad y especificidad es del 77 y 100%
respectivamente mostrando que es una prueba Util para confirmar la presencia de ADN de

Candida en muestras clinicas [12].
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FLUJOGRAMA IV-1. Proceso para la identificacién de las especies del género Candida [7].

1.10 Criterios a seguir para el diagnéstico de Candidiasis

- Candidiasis cutdnea, Candidiasis vaginal, Candidiasis orofaringea, Candidiasis
esofgica, Candidiasis mucocutanea crénica: examen directo positivo (levaduras
y/o pseudomicelio) y cultivo positivo para levaduras, con una lesion y signos

clinicos compatibles.
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- Candidemia (paciente neutropénico): hemocultivo positivo.

- Candidiasis profunda localizada o Candidiasis sistémica (paciente neutropénico):
biopsia con examen directo y/o cultivo positivo; orina por puncién suprapubica
positiva. (No se considera como criterio diagndstico de Candidiasis sistémica un
examen directo positivo y/o cultivo positivo para levaduras de catéter, retrocultivo,
orina por sonda o chorro medio, heces u otras muestras provenientes de sitios no

estériles).
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2. Género Candida

En las Gltimas décadas, las infecciones micéticas han ido ganando una mayor importancia
médica, dado al aumento sostenido de nuevas infecciones generalmente causadas por
hongos oportunistas, siendo el género Candida uno de los mas importantes. Los hongos
se clasifican dentro del reino fungi, son organismos eucariotas y poseen una pared celular
formada por proteinas y polisacaridos, siendo el mas importante la quitina y el ergosterol
en la membrana celular que los distingue de otros organismos. Se pueden clasificar entre
ellos por su morfologia en filamentosos o levaduriforme. Los hongos filamentosos van a
tener un aspecto velloso y es comun verlos en frutas, presentan estructuras tubulares que
son células, por lo tanto son organismos multicelulares, que conforman hifas y que iran
creciendo en los extremos apicales formando un micelio. Los hongos levaduriformes se
caracterizan por ser unicelulares que forman colonias similares a las bacterias, se dividen
por gemacion o fisién, y en algunos casos las células hijas no se separan de las madres
formando asi un pseudomicelio [3] [21].

Son de especial interés para la micologia clinica que tiene un crecimiento levaduriforme.
Estos presentan un crecimiento en forma de micelio a 25°C y levaduriforme a 37°C, un
representante de este grupo es C. albicans [21].

FIGURA IV-25. L: Hongos levaduriformes; F: Hongos filamentosos [21].
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FIGURA IV-26. Crecimiento Hongo Levaduriforme [21].

The same sequence of events is common to most fungal life cycles.
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FIGURA IV-27. Reproduccion de los hongos levaduriforme. [21].

La Candida es una levadura que se reproduce asexuadamente mediante gemacion de
una célula madre. Estos afectan distintos tejidos causando distintos tipos de micosis, por

ejemplo:
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Micosis Cutanea: Es una infeccion de la capa queratinizada de la piel, ya sea pelo,
ufias, piel. Sus signos y sintomas incluyen prurito, descamacion, ufias decoloradas.

(onicomicosis), entre otros.

Micosis Oportunistas: suelen causar infecciones cuando no hay integridad en la piel o
mucosas o0 cuando la persona se encuentra inmunodeprimida. Cabe destacar que la
Candida generalmente se encuentra como parte de la microbiota del ser humano, es un

colonizador benigno. [3]

La Candida se encuentra colonizando el tracto digestivo, y este puede pasar al torrente
sanguineo, ya sea por algun método invasivo, como uso de catéter o translocacion
gastrointestinal y afecta distintos 6rganos como corazén, higado, rifion o cerebro [3].

El potencial patdogeno de la Candida est4d dado por sus propiedades biolégicas como
adherencia, diformismo levadura-micelio, la hidrofobicidad, la secrecion de proteinas y

cambios de fenotipo que cada especie tendra y que le dard mayor factor de virulencia.

La adhesién se relaciona con la capacidad de virulencia de cada especie de Candida,
y es importante en las primeras etapas de infeccién.

La capacidad de transformacién de levadura a forma de micelio, que se va a encontrar
relacionado con los cambios de temperatura y pH en el ambiente, le da un mecanismo de
adaptacion al medio.

Hidrofobicidad que se relaciona con el tipo y grado de glucosilacién de las proteinas
gue se encuentran en la superficie e inducen esta hidrofobicidad y de esa forma la
adherencia a las células epiteliales. Asi mismo las glicoproteinas presentes inhiben la
respuesta inmunitaria a través de un mecanismo desconocido. [3]

Secrecion de proteinas, las proteinasas secretadas tendran un efecto en las proteinas del
organismo hospedador y asi poder atravesar al tejido conjuntivo

El cambio de fenotipo le permite adaptarse a los cambios del ambiente. [3]
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El género de Candida presenta mas de doscientas especies, en el cual la que tiene mayor

importancia médica es C. albicans, el cual es uno de los principales agentes causales de

la candidiasis.

2.1. C. albicans

Principal causante de candidiasis en el mundo, se destaca por ser oportunista y atacar al
organismo inmunodeprimido.

Es un hongo dimérfico, es decir, se desarrolla de forma distinta en funcion de la
temperatura de crecimiento, como levadura, normalmente a 37°C en el huésped, y como
hongo de aspecto filamentoso, a 25°C en la naturaleza. Pertenece al filo Ascomycota y se
reproduce de forma asexual por gemacion. En forma de levadura presenta un aspecto de
células redondas u ovaladas, de 3-8 x 2-7 micras de tamafo, agrupadas en pequefios
grupos, mientras que, en forma de hongo filamentoso, las células se alargan y se
diversifican tomando la apariencia de filamentos, pseudohifas o pseudomicelio. El
dimorfismo le permite evadir los mecanismos de defensa relacionados con la inmunidad
celular del huésped. En forma de levadura se comporta como saprofita, que conviven en
simbiosis con el huésped, mientras que, en forma de hongo filamentoso, se comporta
como un parasito patdgeno produciendo sintomas en el huésped. Macroscopicamente, en
cultivo crece formando colonias blancas, blandas, cremosas y lisas.

Es el principal agente productor de candidiasis de la mucosa del tracto gastrointestinal y
vaginal y es el agente mas aislado en candidemias en la Argentina (40,75 %) (Rodero y
col, 2005) y en el mundo, aunque este porcentaje va disminuyendo a expensas del
aumento de otras especies consideradas reemergentes (principalmente C. parapsilosis y
C. tropicalis); esta considerada como causante de infecciones de origen endégeno. Su
aislamiento ha sido asociado mayormente a pacientes con tumores solidos, sin

neutropenia y que no han sido sometidos a profilaxis con fluconazol.
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2.2. C. krusei

Esta especie ha adquirido mayor importancia con el tiempo, afecta gravemente a
pacientes neutropénicos y diarrea en nifios. Esta especie es intrinsecamente resistente al
fluconazol y se ve un aumento en la frecuencia de esta especie en pacientes tratados

preventivamente con este antifingico. [22]

La C. krusei a diferencia de los otras especies de Candida porque tiene una forma mas
alargada, que asemeja la forma de un grano de arroz largo, una pared celular multicelular.
C. krusei se puede encontrar en dos formas como levadura o como pseudohifas, se
diferencia también con la C. albicans porque la primera tiene resproduccion asexuada
mientras que la C. krusei se encuentra mas cerca de reproduccion sexual. [23]

C. krusei se encuentra frecuentemente en la mucosa de individuos sanos, generalmente
en la oral. Y se cree que es la quinta causa de infecciones por Candida, siguiendo C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis. [23]

En estudios de 1989 en mujeres embarazadas, se encontré que entre 4-5% tenia C. krusei
[23].

2.3. C. tropicalis

El segundo causante principal de candidiasis, incluso superando en algunos paises a C.
albicans. Es el 3° agente en frecuencia de aislamiento (15,84%), tiene gran capacidad

invasiva, el 50 - 60% de los pacientes colonizados desarrollan Candidiasis [24].

Segun estudios publicados en Oxford Journal entre el 80- 85% de la candidiasis
vulvovaginal es causado por la especie C. albicans, mientras que entre el 5 — 20%
restante es causado por Candida no albicans, como C. glabrata (5-10%), C. tropicalis
(menos de 5%), y de hecho C. krusei es un unusual agente causante de esta infeccién
[23].
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La C. tropicalis es mas comiunmente aislada en la sangre y causante de candidemia en
pacientes que sean neutropénico o que se encuentren en UCI y puede llegar a 30% en
algunos lugares.[24]
Los test seroldgicos empleados para diferenciar entre las distintas especies del género
Candida , que se encuentran basados en las similitudes de los polisacaridos que estan

presentes en la superficie de las distintas especies de Candida, han arrojado resultados

que sefialan una similitud de los antigenos entre C. albicans y C. tropicalis. [25]

C. tropicalis es considerado el mayor agente etioldégico de candidiasis, no causado por C.
albicans, la candidiasis causada por C. tropicalis ha ido en aumento en una escala global
en los ultimos afios. Este es un organismo resistente al fluconazol. [24]

El uso de antibiticos de amplio espectro, el aumento en el uso de drogas supresoras del
sistema inmune son los responsables de que exista un mayor numero de personas
inmunodeprimidas a nivel global que sean mas susceptibles a estas infecciones causadas
por hongos oportunistas [25].

En la India la C. tropicalis es el agente causante mas comun de candidemia nosocomial .
La epidemiologia muestra que entre el 67 — 90% era causado por Candida no albicans y
gue C. tropicalis era el mas dominante [25].

En cuanto a la patogenia de C. tropicalis se ha demostrado que es mas invasiva que la C.
albicans en pacientes oncolégicos, y su virulencia se encuentra aumentada cuando se
encuentra en personas inmunocomprometidas [25].

Algunos estudios experimentales sugieren que luego de la ingestion de células
levaduriformes, los fagocitos presentan antigenos para las proteinasas C. albicans y C.

tropicalis que anteriormente se encontraban en la pared celular de C. tropicalis [24].
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3. Tratamiento

3.1. Tratamiento Clinico

En el tratamiento mas utilizado por los servicios de salud en Chile para tratar la
Candidiasis tanto en atencién primaria, como secundaria y terciaria utilizan antifingicos
por via oral, vaginal o topica segun el grado de diseminacion del hongo. A dichos
farmacos los denominaremos como tratamiento “clasico”.

Los antimicéticos utilizados pueden pertenecer al grupo de azoles o polienos, dentro de
los que encontraremos diferencias tanto generales, a nivel molecular como por su
mecanismo de accion. También se presentara los tratamientos alternativos mas utilizados

que ofrece la industria homeopética chilena.
3.2. Azoles

3.2.1. Caracteristicas Generales

Los Azoles son antifungicos de origen sintético, los cuales se clasificaron en imidazoles y
triazoles, dependiendo del numero respectivo de atomos - dos o tres- de nitrégeno en el
anillo azélico de cinco elementos.

Los imidazoles se dividen en antifingicos de uso sistémico (miconazol) o tdpico

(clotrimazol). El principal representante de los triazoles es el Fluconazol.

3.2.2. Mecanismo General de Accién

El principal mecanismo de accién de los azoles es inhibir o bloquear el ergosterol, esterol
principal de la membrana celular de los hongos.Estos farmacos presentan actividad
fungicida y fungistatica, que ejercen su actividad bloqueando la sintesis del ergosterol a

través de la interaccion con la 14 a-lanostenol-desmetilasa, la que es una enzima
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dependiente del citocromo P-450. Esta enzima se encarga de la desmetilacion del
lanosterol a ergosterol. La deplecion del ergosterol lleva a una alteracion de la membrana,

asociada a un incremento de la permeabilidad y de la inhibicion del crecimiento celular y

replicacion del hongo.

3.2.3 Farmacos Antifungicos- Azoles

3.2.3.1. Imidazoles

3.2.3.1.1 Clotrimazol

=> Indicaciones: Candidiasis

- Via de administracion: via vaginal y via topica

- Dosificacion:
4 Un 6vulo vaginal 100 mg en la noche por 6 dias.
4 Un 6vulo vaginal 500 mg en la noche, dosis Unica.

€ Clotrimazol al 1% en crema 2 veces al dia, por 6 dias.
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3.2.3.1.2. Miconazol

- Indicaciones: Candidiasis de la cavidad orofaringea y del tracto gastrointestinal
- Via de administracion: Via topica
- Dosificacion:
€ Aplicar ¥ cuchara de medida, 4 veces al dia. El gel no debe ser digerido
inmediatamente, sino que debe mantenerse en la boca el mayor tiempo

posible.

3.2.3.1.3. Butoconazol
-> Indicaciones: Candidiasis
- Via de administracion: Via topica
- Dosificacion:
€ Aplicar crema de butoconazol al 2% por via vaginal, durante 3 dias en

adultos y 6 dias en gestantes que cursan el segundo o tercer trimestre.
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3.2.3.2 Triazoles

3.2.3.2.1. Fluconazol

I I
cl C C

-> Indicaciones: Vulvovaginitis micética persistente
- Via de administracion: Via oral
- Dosificacion:

€ Una capsula 150 mg dosis Unica
3.2.3.3 Resistencia a los azoles

Los azoles son la familia mas amplia de farmacos antifingicos y comprenden los
imidazoles y los triazoles. El espectro de accion esta restringido a la mayoria de las
especies de Candida y Cryptococcus. [26]

Actualmente, existen varias familias de antifingicos disponibles en el mercado siendo una
de los mas comunes los azoles, que inhiben la enzima 14 a-lanosterol-desmetilasa,
afectando la biosintesis de ergosterol, un importante componente de la membrana
plasmética fangica. En Chile se han encontrado cepas con susceptibilidad disminuida a
azoles, especialmente de pacientes ambulatorios, probablemente asociado al uso
frecuente de antifingicos para el tratamiento de infecciones superficiales, como la

candidiasis vulvovaginal.

Los mecanismos moleculares descritos en la resistencia de los azoles son:
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> La sobreexpresion de bombas eflujos (proteinas transmembranales de tipo antiporte
codificadas por los genes MDR o CDR), que utiliza un gradiente de protones (H") para
translocar moléculas no permite la acumulacién del farmaco en el compartimiento
intracelular. Probablemente uno de los mecanismos mas importantes de resistencia a
los azoles sea el fallo en la acumulacion intracelular del farmaco mediante la
sobreexpresion de los genes que codifican las bombas. La expresion heterdloga de
los genes CDR1 y CDR2 en Saccharomyces cerevisiae confiere resistencia a varios
azoles (fluconazol, itraconazol y ketoconazol) y a otros antifiingicos e inhibidores

metabdlicos. [27]

> Mutaciones puntuales en el gen que codifica para la enzima blanco de estos farmacos
(gen ERG11). La sobreexpresion de los genes que codifican para la enzima diana
lanosterol 14 a-lanosterol-desmetilasa (ERG 11) inducen resistencia al tratamiento
con azoles. Las mutaciones en gen ERG11 originan sustituciones en aminoacidos,

disminuyendo con ello la afinidad de la enzima por los azoles.

> Alteracién en otras enzimas de la ruta biosintética del ergosterol (por ejemplo la D

desaturasa [erg3]).[28]

3.3. Polienos

3.3.1. Caracteristicas Generales

Se han desarrollado muchos antifungicos de los polienos, de los cuales uno de los mas
importantes es la nistatina. La nistatina, es un derivado de la fermentacion del

Streptomyces noursei.
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3.3.2. Mecanismo General de Accibn
Los polienos se unen al ergosterol de la membrana plasmatica del hongo, resultando en la
produccién de poros acuosos consistentes de un anillo de ocho moléculas de anfotericina
B, unidos a los esteroles de la membrana. Esta configuracion afecta la permeabilidad de

la membrana con la salida de los componentes celulares y la consecuente muerte del

microorganismo.

3.3.3. Farmacos Antifungicos- Polienos

3.3.3.1. Nistatina
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-> Indicaciones: Candidiasis
- Via de administracion: Via vaginal y via topica
-> Dosificacion:
4 Un 6vulo vaginal 100.000 Ul cada 12 horas, por 6 dias

€ En ungiento 2 veces al dia, por 6 dias

3.4. Tratamiento Alternativo

3.4.1 Aceite esencial de Eugenia caryophyllata

El aceite esencial de hojas de Eugenia caryophyllata Thunb, conocido como el “Clavo de

la India”. Es ampliamente utilizado y muy conocido por sus propiedades medicinales en la
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C. tropicalis. Posee innumerables actividades entre ellas, antiséptica, analgésica,

antibacteriana, antifingica, anestésica y antimutageénica, entre otras.
3.4.1.1. Mecanismo de Accién

El clavo de la India estda compuesto por diferentes constituyentes, siendo el eugenol el
principal, variando de 49-87%, 3-cariofileno (4-21%) y acetato de eugenol (0.5— 21%) en
pequefias cantidades de a-humuleno, junto con otros componentes de este aceite
esencial se logra desestabilizar la membrana citoplasmatica, derivando en una pérdida y
coagulacién de su citoplasma, e, incluso, inhibiendo la respiracién celular de los hongos.
[29]

3.4.2. Caléndula officinalis

La Caléndula, Calendula officinalis, también conocida como flor de difunto, maravilla o
flamenquilla. Es una planta bastante conocida por sus propiedades medicinales en la
Candidiasis vaginal recurrente, pudiendo asi cuidar la salud de una forma natural.

A la Caléndula se le atribuyen distintas propiedades actuando como antiinflamatorios,
antieméticos, antisépticos, antiespasmaddico, antibacteriano, fungicidas, cicatrizantes,

antiulcerosa, emoliente, entre otras.
3.4.2.1 Mecanismo de Accioén

Entre los componentes quimicos mas abundantes en la caléndula se encuentran
flavonoides y carotenoides, polisacéaridos, saponinas, triterpenos, acidos fendlicos,
cumarinas y taninos.

Dentro de las propiedades que se atribuyen a los flavonoides se incluyen acciones
antibacterianas, antialérgicas, hepatoprotectoras, y como inhibidores de la biosintesis de

prostaglandinas, entre otras. Por otra parte, los flavonoides también poseen propiedad
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antioxidante y su mecanismo de accién es probable que sea similar al que se postula para

la vitamina E y los antioxidantes. [30]
3.4.3. Kolorex

Es un extracto de Horopito obtenido mediante tecnologia punta de extraccién de CO,
preservando de la oxidacion el ingrediente activo. Estd compuesto por Polygodial:
sesquiterpeno dialdehido con actividad antifingica, 9-desoximuxigadial: con actividad
antimicrobiana, aceites esenciales: antioxidantes, antiinflamatorios y antisépticos y

flavonoides como quercetina, antioxidantes, anti inflamatorios.
3.4.3.1. Mecanismo de Accién

Kolorex actia desnaturalizando y destruyendo la membrana de la Candida, invierte la
bomba sodio-potasio por un mecanismo similar al de antifingicos clasicos como el
miconazol. Ademas puede ingresar a la célula, a través de la membrana plasmaética por
difusibn masiva, esto tiene como consecuencia la apoptosis de los elementos

intracelulares.
3.4.3.2. Indicaciones

Para candidiasis activa: Un comprimido diario Via oral por 2 meses

Para candidiasis persistente: Dos comprimidos al dia via oral durante 2 meses. Cuando
los niveles de Candida son muy elevados es recomendable al menos la primera semana
solo 1 capsula para evitar la llamada reacciéon de Jarisch Herxheimer (reaccién febril
aguda) debido a la destruccion masiva de Candidas y liberaciébn de muchas endotoxinas.
Recidivas: Un comprimido diario via oral, por un mes, con una repeticion de cuatro veces

al afo. [31]
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4. Escalloniaillinita (Barraco)

El barraco, cuyo nombre cientifico es “Escallonia illinita”, es una planta nativa de Chile,
popularmente conocida por su uso en enfermedades hepaticas. TaxonGmicamente se
clasifica en la familia Escalloniaceae, género Escallonia, la cual est4 constituida por 50
especies sudamericanas, de las cuales 23 se encuentran en Chile. Se distribuye
geograficamente en las regiones desde Coquimbo a la del Bio Bio al preferir suelos
arenosos- pedregosos con algo de humedad creciendo en quebradas, montafias, ambas
precordilleras y valle central. MacroscOpicamente se describe como arbusto verde, al
tacto impresiona con una sustancia adherente, puede llegar a medir hasta 3 metros con
hojas ovaladas de hasta 7 por 3 centimetros con bordes brillantes y dentados, tallos
flexibles, inflorescencia en racimos terminales desde fines de primavera a comienzos del
verano con corola tubular constituida por 5 pétalos blancos y un fruto aquenio (fruto seco

con una sola semilla) cubierto por hojas que madura en verano. [32]

FIGURA IV-28: Escallonia illinita (Barraco)

Su uso popular en enfermedades hepéaticas, ha motivado el desarrollo de varios estudios

sobre esta planta en busca de una posible alelopatia para asi otorgarle un efecto
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farmacoldgico cientificamente comprobado. Por esto es que ya se han descubierto
metabolitos secundarios de Escallonia illinita como p-sitosterol (FIGURA 1V-29),
Kaempferol 3-O- glucdsido (Astragalina) (FIGURA 1V-30), Para- cumarato de metilo,
Pinocembrina (FIGURA 1V-31) y Umbeliferona (FIGURA 1V-32). El conocer la
composicion ha favoreciendo el desarrollo de hipotesis de posibles acciones biolégicas al
vincular el efecto que estos mismos compuestos tienen en otras sustancias como el
propdleo, el cual también contiene Pinocembrina. [33]
La pinocembrina asi como la Astragalina corresponden a un grupo denominado
flavonoides (Figura IV-33), un conjunto de compuestos polifendlicos (metabolitos
secundarios de plantas que contienen al menos un anillo aromatico en su estructura
guimica al que se le une uno o mas grupos hidroxilos), los cuales al 2012 contaban con

mas de 6000 tipos, cifra que no ha dejado de aumentar. [34]

HO

Figura IV-29.: Estructura quimica de (-sitosterol.

OH

OH
OH

FIGURA 1V-30. Estructura quimica de la Astragalina

62



* Universidad C/

@ devalparaiso iiobstetricia
CHILE puericultura
oy g

OH O

FIGURA 1V-31. Estructura quimica de la Pinocembrina

X

HO o) o)

FIGURA IV-32. Estructura quimica de la Umbeliferona

FIGURA 1V-33. Estructura quimica basica de los flavonoides y sistema de numeracion.

Cuentan con dos anillos aromaticos unidos por una cadena de tres &tomos de carbono (C6C3C6)

4.1 Flavonoides

Los flavonoides cuentan con propiedades antiinflamatorias, antitromboticas,
antimicrobianas, anti alérgicas, anti tumorales, anti asmaticas, inhibidoras de enzimas
(Transcriptasa reversa, Proteina quinasa C, Tirosina quinasa C, Calmodulina, Ornitina
decarboxilasa, Hexoquinasa, Aldosa reductasa, Fosfolipasa C y Topoisomerasa Il) y por
ultimo, la de mayor interés popular, la propiedad antioxidante [37].

El proceso de oxidacion corresponde a la Ultima etapa de la respiracion celular por lo que

es esencial, sin embargo, crea radicales libres (atomos con una cantidad impar de

63



* Universidad O

* -
N deValparaiso obstetricia
CHILE puericultura

electrones o0 que cuentan con un electrén libre), los que aceleran el proceso de
envejecimiento, pueden dafar y producir efectos adversos en proteinas, lipidos o acidos
nucleicos e incluso pueden desencadenar mutaciones espontaneas. Es por esto que la
presencia de radicales libres estimula la produccion de antioxidantes para asi mantener el
equilibrio entre estas dos especies reactivas, que son el hidrégeno y el oxigeno, y asi
evitar desencadenar un estrés oxidativo, que se define como el desequilibrio intracelular
debido a un aumento en los radicales libres y/o una disminucién en los antioxidantes, sin
embargo, el proceso depende de cada individuo y su contexto, por ejemplo aumenta la
sintesis de antioxidantes durante el ejercicio fisico, la exposicidbn a la contaminacion
ambiental, el uso de medicamentos, cigarrillos, estrés y enfermedades [35-36]. Sumado a
lo anterior, los flavonoides inhiben la produccién y propagacion de radicales libres por las
propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de los mismos; interrumpe especies
reactivas del oxigeno por la inhibicion de oxidasas (lipooxigenasa, ciclooxigenasa,
mieloperoxidasa, NADPH oxidasa y xantina oxidasa); inhibe enzimas indirectamente
relacionadas a procesos oxidativos (Fosfolipasa A2) y estimula reconocidas enzimas
antioxidantes (Catalasa y superdxido dismutasa). Es por lo anterior, que también se les
atribuye accion hepatoprotectora, como en intoxicaciones por xenobidticos (tetracloruro de
carbono, bromobenceno), los cuales son mediados por radicales libres.

Cabe mencionar, que también existen estudios sobre efectos prooxidantes producto de
flavonoides al estar implicado en actividad mutagénica y genotoxica, lo cual esta sujeto a
ciertas condiciones como el pH ambiental, la concentracion efectiva del flavonoide, el
grado de estabilidad del radical del flavonoide vy la lipofilicidad de éstos para ser captados

por la membrana. [38-39]

4.2 Umbeliferona y cumarinas

La umbeliferona (7- hidroxi cumarina), otro componente del barraco, es una cumarina, una
clase de sustancias benzo (a) pirona- fendlicas, las cuales quimicamente son compuestos
hetero-ciclicos oxigenados. Su estructura quimica (Figura 1V-32) facil de modificar hace

gue este grupo cuente con mas de mil compuestos descritos, encontrados en plantas y
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aceites vegetales, en donde las mas simples (como la umbeliferona) presentan menos
accion téxica que las mas complejas y a la vez mayor accion bioldgica.

Asi como los flavonoides, las cumarinas cuentan con accidn antioxidante al inhibir la
produccién de radicales libres y por lo tanto se comportan como agentes protectores
contra el desarrollo de estrés oxidativo, atribuyéndole a la vez actividad hepatoprotectora
en intoxicaciones hepaticas mediadas por radicales libres, favorecido a su vez por su
efecto estimulante de glutation, un captador de los mismos.

Por otro lado, las cumarinas se han vinculado con diversos efectos cardiovasculares,
pudiendo la umbeliferona inhibir el desarrollo de angina a través de su accion
antiespasmoadica y vasodilatadora. También, contienen propiedades antihistaminicas,
anticoagulantes, antipiréticas, antitumorales y las de mayor interés en cuanto a la actual
investigacion a pesar de existir escasa evidencia, antimicOtica y antibacteriana
(especificamente para combatir la brucelosis, una enfermedad infecciosa que aparece con

sintomas pseudogripales producto de la bacteria bricela [40]). [41-42-43]

4.3 B-sitosterol

Otro constituyente de E. illinita es el B-sitosterol (FIGURA 1V-29), un esterol vegetal
proveniente de plantas (fitoesteroles) como frutas, vegetales, nueces y semillas. Su
estructura quimica es muy similar al colesterol por lo que ambos compuestos compiten a
nivel de receptor, sin embargo, beta- sitosterol actia mas eficientemente que el colesterol
al tener origen vegetal, por lo que favorece en la disminucion del colesterol total y LDL
(lipoproteinas de baja densidad) y por consiguiente, de enfermedades cardiovasculares.
También, se le ha vinculado con accion antiinflamatoria, colaborando principalmente en el
tratamiento paliativo de la hiperplasia benigna de préstata, cefalea, alergias, asma,
psoriasis, fibromialgia y prevencién de hiperplasias en general.

En contraste a lo anterior, el incremento exagerado de (3-sitosterol puede desencadenar
efectos adversos como: nauseas, constipacion, indigestion y disminucion del apetito
sexual. Ademas, la acumulacion de fitoesteroles en sangre (fitoesterolemia) como en la

sitosterolemia, una enfermedad autosémica recesiva, aumenta las probabilidades de que
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estas personas padezcan enfermedades cardiovasculares, pudiendo presentar
aterosclerosis prematura, ademas de xantoma (acumulo de grasas bajo la superficie de la
piel [44]) y artralgia. Su tratamiento consta en la administracion oral de ezetimiba, un
inhibidor de la absorcion selectiva de colesterol y esteroles vegetales, logrando una
disminucion del colesterol total de aproximadamente un 15% y de los niveles de LDL en
un 18%. [45-46-47-48]
Por ultimo, la propiedad del barraco més relevante para este estudio, es el efecto que
ejerce contra organismos vivos para poder utilizarlo con fines terapeuticos. Con respecto
a ésto, se ha descubierto accion biolégica de Escallonia illinita, con diferentes grados de
efectividad en distintas especies, siendo menor la accién antibacteriana, principalmente
contra Staphylococcus aureus, y mayor la antifingica, contra Saprolegnias y levaduras en
general [49].
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V. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Resistencia de los azoles en el tratamiento clasico frente a la Candidiasis.
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VI. FUNDAMENTACION Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En el surgimiento de los azoles en la década de los setentas y los triazoles, con su
representante mas importante, el fluconazol, a partir del afio ochenta, ha permitido el uso
de los azoles de una forma generalizada, entre otras razones porgque coincidid con la
pandemia del SIDA y las indicaciones terapéuticas derivadas de ésta. Ademas, las
ventajas farmacocinéticas de los azoles en relacibon a su posologia, también la
disponibilidad en el mercado facilité su uso, sin embargo, como consecuencia de su uso
tan generalizado, se ha desarrollado en levaduras del género Candida, el riesgo potencial

de resistencia.

En la actualidad, la resistencia a los azoles en especies de Candida es cercana al 3%,
con variaciones regionales y locales notorias. Hasta el 10% de pacientes con SIDA y
candidiasis mucocutanea presentaba resistencia a los azoles [51]. En paises de extrema
pobreza se siguen reportando porcentajes significativos de Candida sp. Resistente a
azoles aisladas en orofaringe de pacientes con VIH, con informes de C. albicans
resistente a fluconazol hasta en el 9,5% de los casos. En Colombia, Gutiérrez y
colaboradores [51], en muestra de orofaringe de 56 pacientes con candidiasis oral
pseudomembranosa con infeccidon por VIH, encontraron resistencia al fluconazol del
20,8% para Candida sp. No menos importante es la frecuencia de Candida sp. Como
causante de otras infecciones comunes como la vulvovaginitis micética, que se reportan

con resistencia a azoles en un alto porcentaje.

En Chile se calcula que el 75% de las mujeres adultas y un 43% de las adolescentes han
tenido en su vida al menos una infeccién vaginal producida por un hongo llamado Candida
(Vulvovaginitis micética). En algunos casos estas infecciones son recurrentes y muy
molestas, ya que producen un flujo espeso, grumoso y que puede provocar prurito, ardor

e inflamacion.

El principal responsable de la vulvovaginitis micética es un tipo de levadura conocida

como Candida, siendo la especie mas frecuentemente aislada la C. albicans, que forma
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parte de la microbiota (es un hongo comensal), que se encuentra presente en forma
asintomatica en un porcentaje significativo de las mujeres. El problema se produce
cuando hay un desequilibrio entre los microorganismos que habitan en la vagina, debido a
un deterioro en el sistema inmunolégico, lo que permite que la C. albicans prolifere. Esto
puede ocurrir por el uso de antibiéticos, el embarazo, la diabetes y el empleo de ciertos

jabones, entre otras causas.

En un estudio se observé que aproximadamente el 30% de las pacientes que habian sido
tratadas por candidiasis vaginal en realidad no tenian el hongo. Esto ocurre porque frente
a los sintomas, que son tan caracteristicos, muchos profesionales deciden no tomar las
muestras de cultivo correspondientes y simplemente recetan el clotrimazol o fluconazol.
Esto redunda en que la persona que tiene otra fuente de infeccibn genera mayor
resistencia a los antifiingicos en las levaduras comensales favoreciendo, en algunos
casos, la aparicion de especies que son mas dificiles de manejar, es decir, que no
responden apropiadamente a los antimicoticos disponibles en el mercado, como C.

tropicalis o C. krusei.

Por ultimo, la guia Perinatal del 2015, describe que el tratamiento para la Vulvovaginitis

micoética pueden ser: el clotrimazol, el fluconazol, miconazol, entre otros (tépico u oral).

Claramente, ante el aumento significativo de la resistencia de la Candida Sp. frente a los
medicamentos del tratamiento clasico, por lo anterior, creemos que es necesario que
aumente la investigacion y la evaluacion de la actividad antilevaduriforme de los diferentes
extractos de plantas, para que puedan existir nuevas alternativas en el tratamiento contra

la candidiasis.
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VIl. PREGUNTA CENTRAL DE LA INVESTIGACION

¢ Cudl es el efecto antilevaduriforme de los extractos obtenidos de la Escallonia illinita

contra la C. albicans, C. kruseiy C. tropicalis?
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VIII. HIPOTESIS

“Los extractos obtenido desde la Escallonia illinita presentan efecto antifingico contra C.

albicans, C. kruseiy C. tropicalis”
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IX. OBJETIVOS

Objetivo General

e Analizar el efecto antilevaduriforme de los diferentes extractos obtenidos de

Escallonia illinita contra la C. albicans, C. krusei, C. tropicalis.

Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto antilevaduriforme del extracto del hexanico y AcOEt contra C.
albicans, C. kruseiy C. tropicalis.

e Determinar la concentracidon minima inhibitoria (MIC) del extracto hexanico y
AcOEt.

e Determinar concentracién minima fungicida (MFC) del extracto hexanico y AcOEt.

e Estudiar el efecto sinérgico del fluconazol con extracto hexanico y AcOEt.
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X. MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de la Escalloniaillinitay sus extractos

La Escallonia illinita o barraco fue extraida entre los meses de Diciembre del afio 2016 y
Enero del afio 2017, por tesistas y profesores desde las plantaciones ubicadas en la
ciudad de Limache y en el sector de San Francisco en San Esteban, ambas localidades
se encuentran en la Region de Valparaiso, Chile. Posteriormente, se entregd el barraco
envuelto en sacos a temperatura ambiente al Dr. Ivdn Montenegro para su
almacenamiento, procesamiento y extraccion de los diferentes extractos de la Escallonia
illinita que utilizaremos durante los experimentos. Lo anterior fue llevado a cabo en las
dependencias del Laboratorio de extraccion de la Universidad Federico Santa Maria de
Valparaiso por el Dr. Montenegro. Una vez listo el proceso en el laboratorio de extraccion,
Dr. Ivdn hace entrega de los extractos de barraco AcOEt y hexano en pequefios
recipientes de vidrio, estos son almacenados en el Laboratorio Bruno Gunther de la
Universidad de Valparaiso en un freezer a una temperatura maxima de congelamiento de

-18 °C, para preservar los componentes de los extractos.

. o i

&5 2 > o9 et E.
FIGURA X-1. Extraccion y recoleccion de barraco. Viaje al sector precordillerano de San Francisco
en la ciudad de San Esteban, Chile.
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FIGURA X-2. Recoleccién y extraccion de barraco. Viaje a la ciudad de Limache, Chile.

2. Métodos

2.1 Ensayo de inclusion

El ensayo de inclusién permite obtener la MIC y MFC de manera cualitativa, pues se basa
en la observacion. Directamente, las podemos distinguir de la siguiente manera: la MIC
sera la concentracion minima de extracto/fluconazol en la que habra crecimiento del
in6culo en colonias que se puedan distinguir de otras; por el contrario, la MFC sera en la

gue practicamente no se observa crecimiento de la misma.

Se procedera de la siguiente forma:
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A. Se preparé el medio de cultivo agar. Luego, se esterilizd y cuando se procedi6 a

realizar el ensayo de inclusion, se expuso a calor nuevamente para lograr la fusion
del agar ya solidificado.

Se prepard el extracto: Una vez iniciada la fusidon del medio de cultivo, se pesé
0,05 gramos (50 miligramos) de hexano / AcOEt. de extracto de barraco en un
tubo Eppendorf y se agregé 1 cc. de DMSO. Luego, se procedi6 a agitar la mezcla
con aparato Vortex.

Se preparo6 la mezcla del antifungico tradicional (fluconazol): Se pes6 0,01 gramos
(10 miligramos) de fluconazol en un tubo Eppendorf y se agregé 1 mL. de DMSO.

Nuevamente se agitd la mezcla con aparato Vortex.

. Se vertid 2 mL. de Agar liquido en cada pocillo de la placa. (48 mL. En total por

placa). Inmediatamente, se siguieron los siguientes pasos antes de que se
solidifique el medio de cultivo (la especificacion de cada pocillo se menciona de
acuerdo a la FIGURA X-3 para permitir la ubicacién correcta de éstos):

a. Se verti6 100 pL del extracto en pocillos 1b, 1c y 1d.

b. Se verti6 50 uL del extracto en pocillos 2b, 2c y 2d.

c. Severtid 25 pL del extracto en pocillos 3b, 3c y 3d.

d. Severtio 12,5 pL del extracto en pocillos 4b, 4c y 4d.

e. Se vertié 25 uL de mezcla de fluconazol en pocillos 1e, 2e, 3e y 4e.
Se esper6 a que se solidifigue unos minutos el contenido. Mientras tanto, se
procedi6 a rotular la placa con fecha de creacion, nombre del extracto, nombre de
la levadura e iniciales de la persona que realiz6 el procedimiento (nombre-
apellido- apellido), ademas se sefialaron los controles positivos, los pocillos con
extracto a concentraciones de 100uL, 50 uL, 25 L, 12,5 pL, con fluconazol a
concentracion de 25 L y controles negativos como se muestra en la FIGURA X-4.
Preparacion del in6culo: Se deben aislar 4-5 colonias de al menos 24 horas,
deben ser inoculadas en 5 mL en un medio liquido . Posteriormente con un
espectrofotbmetro se mide la transmitancia y se ajusta para obtener un valor de

0.5 McFarland esto se realiza en cultivos de C. albicans, C. krusei y C.tropicalis.
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Una vez solidificada la mezcla, se pincela con una toérula estéril el inéculo sobre

cada uno de los contenidos de todos los pocillos, excepto los 1f, 2f, 3f y 4f, ya que

corresponden a los controles negativos.

Se sell6 la placa con Parafilm

Se incuba la placa en incubadora a 37,0 ° C.

Se repitid el experimento por cada in6culo y a su vez, con cada extracto. (6

experimentos en total).

Se observl y analiz6 a las 48 horas a través de la observacion el desarrollo o no

de las levaduras en los distintos pocillos, logrando determinar la MIC, MFC vy

corroborando que los controles negativos estén libres de contaminacion.

la | 1b | 1c | 1d | 1e 1f
2a | 2b | 2c | 2d | 2e 2f
3a | 3b | 3c | 3d | 3e 3f
4a | 4b | 4c | 4d | 4e Af

FIGURA X-3. Esquema de placa micropocillo para ensayo de inclusion.

FIGURA X-4. Placa micropocillo para ensayo de inclusion.
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2.2 Ensayo de macrodilucién en caldo de levadura.

Se realizara de la siguiente forma:

A.

Preparacion de la solucién stock de agentes antimicrobianos: Se preparara
soluciones de 5 mg de extracto de barraco (con AcOEt o Hexano) mas 1000 uL
de Dimetil Sulféxido (DMSO).

. Preparacion del indculo: Se deben aislar 4-5 colonias de al menos 24 horas, deben

ser inoculadas en 5 mL en un medio liquido. Posteriormente con un
espectrofotdmetro se mide la transmitancia y se ajusta para obtener un valor de
0.5 McFarland, esto se realiza en cada uno de los cultivos de C. albicans, C. krusei

y C. tropicalis.

. Se deben rotular trece tubos Eppendorf del n° 1 al 10, ademas de un control

positivo (+), un control negativo (-) y un control fangico. Los tubos numerados del
n° 1 al 9 se utilizaran concentraciones de extracto hexano o AcOEt en
concentraciones que van en 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 ug/mL

respectivamente.

Preparacion de los controles:
a. Control negativo (-): agregar 900 uL de caldo GYlvan.
b. Control positivo (+): agregar 100 pL de in6culo mas 900 pL de caldo.
c. Control Fungico: agregar 800 uL de caldo, 100 uL de Fluconazol y 100 mL

de indculo.
El tubo Eppendorf n® 1 se prepara agregando 100 uL de agente antimicrobiano,

mas 800 uL de caldo GYlvan (un volumen total de 900 L), revolver mezcla
utilizando Vortex VELP®
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F. Los tubos Eppendorf del n° 2 al 9 se prepararon agregando 450 uL caldo GYlvan a
los tubos con concentraciones del 128 pg/mL a 1 pg/mL respectivamente.

G. Extraer del tubo Eppendorf n° 1 (concentracién de 256 ug/mL) 450 uL y verter en
el tubo Eppendorf n° 2, una vez vertido se debe mezclar. Del tubo Eppendorf n° 2
extraer 450 uL y verter en el tubo Eppendorf n° 3, una vez vertido se debe

mezclar, realizar el mismo procedimiento hasta llegar al tubo Eppendorf n°® 9.

a. Una vez que se llega al tubo Eppendorf n° 9, se deben extraer 450 pL de
éste y se vierten en el tubo Eppendorf n°10, el cual llamaremos tubo de

desecho.

H. Agregar 450 pL de caldo GYlvan a todos los tubos Eppendorf desde el n° 1 al 10,

guedando asi cada uno con un volumen de 900 L.

I.  Inoculacion: extraer 100 uL de inéculo anteriormente preparado y agregar a los
tubos Eppendorf del n° 1 al 9

a. El in6culo debe ser agregado suavemente bajo la superficie del medio de

cultivo que contiene los agentes microbianos. Se deben evitar salpicaduras

b. Revolver cada tubo Eppendorf.

J. Rotular placas Petri con n° del 1 al 9, ademas de rotular el control positivo, control

negativo y control fungico.

K. Luego del tubo Eppendorf n°1 extraer 10 yL y verter en placa Petri rotulada con el
n°l y asi sucesivamente cada tubo con su placa Petri hasta llegar al tubo
Eppendorf n°9 que se vierte en la placa Petri n® 9, luego el tubo Eppendorf control
positivo se debe verter en placa Petri rotulada control positivo y asi sucesivamente

el control negativo y fungicida. Luego de verter en placas Petri, se esparce en
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todas las direcciones (horizontales, verticales, oblicuas) con asa de Drigalsky.

Realizar dos repeticiones por concentracion.

L. Incubar las placas Petri y tubos Eppendorf a una temperatura de 26 - 28°C.

M. Al primer dia de experimento lo llamaremos “dia 0”. El punto “K” se debe repetir
con nuevas placas Petri a las 24 horas de iniciado el experimento a este tiempo lo
llamaremos “dia 17, nuevamente se debe repetir el punto “K” con nuevas placas
Petri a las 48 horas de iniciado el experimento a este tiempo lo llamaremos “dia 2”.
Se va a observar las placas Petri tomando fotografias a cada una de las placas

pasada 48 horas de cada uno de los dias.
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2.3 Ensayo de microdilucién

La ultima técnica realizada en esta tesis, fue el método de microdilucion para levaduras, el
cual fue tomado como referencia de diferentes laboratorios a nivel mundial para
determinar el método mas adecuado para el estudio y sensibilidad de las levaduras del
género Candida. Se utilizé6 concentraciones de 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16ug/mL de
extracto de Barroco tales como AcOEt y Hexano para lograr diferenciar la sensibilidad de

los in6culos de los diferentes tipos de Candida a estas concentraciones.

Basandonos en el método descrito en la guia de el “Clinical Laboratory Standard Institute”,
conformada por cientificos a nivel mundial para establecer métodos estandarizados para
la investigacién sobre las levaduras en cuestion, elaboramos los siguientes pasos: (50)
A. Se vertié 4.9 mL de RPMI en tubos Falcon, los cuales fueron rotulados como CE
(Control Estéril), CC (Control Candida) y tubos Falcon del n° 2B al 11B,
B. Preparacion de los controles:

a. Control estéril (CE): constituido por 4,9 mL de RPMI.

b. Control Candida (CC): constituido por 4,9 mL de RPMI mas 100uL de
indculo.

C. En un tubo Falcon rotulado como “X” se verte 10 pL del in6culo méas 9,9 mL de
RPMI que luego fue homogenizado en un Vortex.

a. Preparacion del in6culo: Se deben aislar 4-5 colonias de al menos 24
horas, deben ser inoculadas en 5 mL en un medio liquido . Posteriormente
con un espectrofotometro se mide la transmitancia y se ajusta para obtener
un valor de 0.5 McFarland, esto se realiza en cada uno de los cultivos de
C. albicans, C. krusei y C. tropicalis.

D. Preparacién del extracto:
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FIGURA X-5. Esquema para las diluciones para el método de microdilucién. [50]

Vi.

Se rotulan tubos eppendorf del n° 2 al 11.

En un tubo eppendorf rotulado n°2 se vierte 1,6 mg de extracto (AcOEt o
hexano) y se diluye en 1 mL de DMSO, correspondiendo al tubo. Se
prepararon dos tubos n° 2 iguales con la misma concentracion de
extracto, ya que un tubo se ocupara en las diluciones.

Se extraen 0,5 mL del tubo n°2 y se vierte para el tubo n° 3. del tubo n°
2 se extrae 0,25 mL y se vierte para el n° 4, y se extrae 0,25 mL del tubo
n°2 y se vierte para el n° 5 con pipeta.

Del tubo n° 5 se extrajeron 0,5 mL y se vierte en el tubo n° 6, se extraer
0,25 mL del tubo n°5 y se vierte para el n° 7'y, 0,25 mL se extrae del n°5
y se vierte para el n° 8.

Del tubo n° 8 se extraen 0,5 mL para el tubo n° 9, se extraen 0,25 mL del
tubo n°8 y se vierte en el tubo n° 10 y se extraen del tubo n°5 0,25 mL y
se vierte en el tubo n° 11.

A los tubos 3, 6 y 9 se les adiciona 0,5 mL de DMSO. Luego a los tubos
n° 4,7y 10 se les adiciono 0,75 mL de DMSO y a los tubos n° 5, 8y 11
se le agregaron 1,75 mL de DMSO.
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E. Luego de los tubos Eppendorf del n° 2 al 11 con las diferentes concentraciones de

extracto se extraen 100 uL de cada uno para verterlos en los tubos Falcon 2B al

11B respectivamente, con una concentracion (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16

mg/uL)

F. En una placa Elisa previamente rotulada con fecha, extracto y cepa de Candida

utilizada se colocan 100 uL extraidos de los tubos falcon del 2B al 11B rellenando

las columnas de la placa del 2 al 11 respectivamente. En la columna 1 se vierten

200 pL del tubo Falcon CE y en la columna 12 se vierten 200 pL del tubo Falcon

CC.

G. En los orificios de la columna 2 al 11 se vierten 100 uL del tubo Falcon rotulado

como “X".

H. Por ultimo se sella la placa con film y se colocé en la incubadora a 37 °C.

FIGURA X-6. Segundo paso de las diluciones de antifingicos (método de microdilucién) [50].

| ot
5 mi RPMI 100 u' u:n?;: DMSO
Nob bbbty o YR
g@@gsaﬁagagﬁ Dil
— RS EER  1:50

Anadir 4, 9 ml de RPMI

bbb

H

100 yl

RN

Concentracion final después de inocular: 16-0,03 pg/ml
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Primero se realiz6 todo este procedimiento con una muestra de extracto de Escallonia
illinita preparado con Hexano y otra con AcOEt, este frente in6culos que contenian C.

albicans, C. tropicalis y C. krusei por separado, las cuales fueron analizados a las 24 y 48

horas.

Luego se sigui6 con Fluconazol evaluando su accion frente a C. albicans, C. tropicalis, y
C. krusei por separado que fueron analizadas a las 24 y 48 horas.

Finalmente se estudid la sinergia entre el fluconazol y preparado de AcOEt del extracto de
E. illinita y su efecto en C. albicans, C. tropicalis, C. krusei. del cual cambia la preparacién
del paso 4, en el cual se extraen 1.6 mg de Fluconazol el cual se diluy6 1 mL de DMSO
en tubo eppendorf y se extrajo 1.6 mg de extracto que se diluyé en 1 mL de DMSO en
tubo Eppendorff ambos se homogenizan en Vortex. Luego se extrajo 0.5 mL de cada uno
de los tubos Eppendorff y se coloc6 en un nuevo tubo Eppendorff que fue rotulado 2 (este
procedimiento se debe realizar dos veces). El resto de los pasos se mantienen. Y seran

leidos a las 24 y 48 horas.

Para la lectura de las placas se ocup6 el lector de placa EL 808 Biotek y el programa

Genb5 1.07 y se siguieron los siguientes pasos:

Encender notebook en el cual se encuentra el programa
Encender lector de placa y esperar 10 minutos

Introducir placa en el lector, asegurarse que quede bien colocada *.

Y V YV YV

Una vez pasado el tiempo abrir el programa y seleccionar opcién “Experiment” en
la cual automaticamente se abre una ventana que dice “Create new Experiment”.
Seleccionar opcion “PROTOCOL NFKB 630 mm.pdf’

Y

Y

Hacer click en el icono “<”"

> Click en “READ”
> Seleccionar opcion “GUARDAR EXPERIMENT” y click en “OK”
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> Click en el siguiente icono (BUSCAR ICONO EN ALGUNA PARTE), el cual
convertird a Excel los datos y se abrira automaticamente una ventana del

programa Excel.

> Rotular en la casilla “1A” el nombre de la Candida utilizada y el extracto.
*La lectura en las 24 y 48 horas es el mismo procedimiento, excepto que para las 24 hrs

se realizé la lectura con la tapa de la placa puesta y en la lectura de las 48 hrs sin la tapa
puesta en la placa.
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2.4 Método de difusién en agar con sacabocado con técnica Vicent & Vicent
Esta técnica fue creada por James G. Vicent & Helen Whitgrove Vicent quienes
propusieron que las zonas de inhibicién obtenidas en los discos son mas consistentes y

sensibles a variaciones de concentraciones de los extractos. Debido a ello el contacto de
la solucién con el agar es mas uniforme.

2.4.1 Objetivo

Determinar el didmetro de la zona de inhibicién alrededor de una placa con agar con

extractos hexano y AcOEt de Escallonia illinita a distintas concentraciones.

2.4.2 Indicaciones

Método simplificado que aproxima un resultado semicuantitativo e interpretativo con la
MIC. Dependiendo del tamafio de la zona se puede determinar si existe una relacion

inversa con la CIM-

2.4.3 Descripcién

Con una térula de algoddn estéril se inocul6 en la placa de agar en toda su superficie por
tres veces en distintas direcciones. Se dejaron secar las placas por 10-15 minutos antes
de hacer los pocillos con sacabocado. Estos fueron colocados con una separacion minima
de 24 mm entre ellos con una pinza estéril presionando levemente sobre el agar se midio

con una regla el diametro de la zona de inhibicidn del crecimiento en mm.
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3.1 Evaluar el efecto del extracto del hexanico y AcOEt contra C. albicans, C. krusei

y C. tropicalis.
NOMBRE DEFINICION DIMENSION INDICADORES SUBINDICADOR
ES
Efectividad del | Efectos del [ Accion frente al | Fungistatico Si-NO
extracto extracto hongo. Fungicida Si -NO
hexanico. hexanico sobre
el crecimiento
de la C.
albicans, C.
krusei y C.
tropicalis.
NOMBRE DEFINICION DIMENSION INDICADORES | SUBINDICADORES
Efectividad | Efectos del [ Accion frente al | Fungistatico Si-NO
del extracto | extracto hongo. Fungicida Si-NO
AcOEt. hexanico sobre
el crecimiento
de la C.
albicans, C.
krusei y C.
tropicalis.
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NOMBRE DEFINICION INDICADORES SUBINDICADORES
MIC del | Concentracibon mas baja del - Alta mg/mL

extracto extracto hexanico que inhibe el - Media

hexanico. crecimiento de la Candida. - Baja

NOMBRE DEFINICION INDICADORES SUBINDICADORES
MIC del | Concentracibn mas baja del - Alta mg/mL

extracto extracto AcOEt que inhibe el - Media

AcOEt. crecimiento de la Candida. - Baja

3.3 Determinar MFC de extracto hexanico y AcOEt

NOMBRE DEFINICION INDICADORES SUBINDICADORES
MFC del | Minima  concentracion del | - Alta mg/mL
extracto extracto hexanico que disminuye | - Media
hexanico en 99,9% las colonias a partir de | - Baja
un inéculo Candida.
NOMBRE DEFINICION INDICADORES SUBINDICADORES
MFC del | Minima concentracion del [ - Alta mg/mL
extracto extracto AcOEt que disminuye | - Media
AcOEt. en 99,9% las colonias a partir de | - Baja

un in6culo de Candida.
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3.4 Estudiar el efecto sinérgico del fluconazol con extracto hexanico y AcOEt

NOMBRE DEFINICION DIMENSION | INDICADORES | SUBINDICADOR
ES
Efecto Incremento de la| - Menor |- Presenta - mg/dL
sinérgico  del | accion del extracto| - Igual - No presenta
fluconazol con | hexanico en| - Mayor
el extracto | conjunto  con el
hexanico. Fluconazol, para
erradicar la
Candida.
NOMBRE DEFINICION DIMENSION | INDICADORES | SUBINDICADOR
ES
Efecto Incremento de la| - Menor - Presenta - mg/dL
sinérgico  del | accién del extracto| - Igual - No presenta
fluconazol con | AcOEt en conjunto| - Mayor
el extracto | con el Fluconazol,
AcOEt para erradicar la
Candida.
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4. Disefio

El tipo de estudio de investigacion es de tipo experimental, se ha realizado como ensayo
preclinico, ya que durante la investigacion se estudiaran los efectos que producen los
extractos naturales de la Escallonia illinita, sobre C.albicans, C. krusei y C. tropicalis. Se
realizarA en comparacion con el tratamiento estandar, el Fluconazol, el sinergismo
presentado en el extracto con el Fluconazol, para finalmente completar nuestros objetivos

y obtener la confirmacion de nuestra hipotesis.

5. Universo y muestra

5.1 Universo

Se incluye aquel hongo perteneciente al género de la Candida.

5.2 Poblacién

Se utilizaran cepas estandar cédigo 9618, 9983 Y 9841 del Centro de Referencia en
Micologia, Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile, Isla Teja s/n Valdivia,
Chile.

Cada cepa se cultivéd en una placa Petri con 20 mL de agar Sabouraud Dextrosa con
técnica de estrias, manteniéndolas a 37 °C en incubadora por 48 hrs. antes de ser
utilizada. Después de la incubacion, se extraeran colonias o microcolonias de cada cepa
gue crecieron en su respectiva placa Petri con un hisopo para cada uno, luego se
dispondra de un tubo de fondo coénico con 10 ml de agua bidestilada estéril, para cada
una de las cepas, se suspenderan el hisopo con la colonia o microcolonia de la cepa. Por

altimo, se preparara cada Candida, C. albicans, C. krusei y C. tropicalis en 0,5 McFarland.

5.2.1 Mecanismo de determinacién de la poblacién

Se utilizaran las cepas comerciales, referenciales o estandar de C. albicans, C. krusei, C.

tropicalis, cuyo cédigo corresponde al 9983, 9841 y 9618 respectivamente, provenientes
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del Centro de Referencia en Micologia, de la Facultad de Medicina de la Universidad
Austral de Chile, ya que estas cepas representan un estudio universal, que no presentan

sesgos investigativos, ni manipulacion extrema de la cepa, comparable a cualquier

estudio internacional.

5.3 Muestra

Sera seleccionada las cepas del tipo:
C. albicans 9983
C. krusei 9841
C. tropicalis 9681

5.4 Mecanismo de determinacién de muestra

Las cepas del tipo C. albicans 9983, C. krusei 9841 y C.tropicalis 9618 es una muestra
estandar a nivel nacional y mundial, que cumple las caracteristicas necesarias para este
tipo de investigacion, esto se debe a que presentan una menor susceptibilidad a los
cambios del medio.

Para seleccionar estos tipos de cepas, se utilizaran los siguientes criterios de inclusion y

exclusion.

5.4.1 Inclusién

Muestras de cepas C. albicans 9983

Muestra de cepas C. krusei 9841

Muestra de cepas C. tropicalis 9618

Muestra de referencia.

Conservacion de las cepas de C. albicans en agua bidestilada estéril.
Conservacion de las cepas de C. krusei en agua bidestilada estéril.
Conservacion de las cepas de C. tropicalis en agua bidestilada estéril.

Conservacion a temperatura de 4°C.

\ 250 2200 2 2 2 ZN 2 2

Cultivado en agar Sabouraud Dextrosa.
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5.4.2 Exclusién

Cepas diferentes a C. albicans

Cepas diferentes a C. krusei

Cepas diferentes a C. tropicalis

Cepas contaminadas antes que se inicie el experimento.
Muestras obtenidas de manera clinica.

Cepas que no conservadas en agua bidestilada estéril.

Cepas conservadas a una temperatura distinta a 4°C.

R 2580 250 25 Z0 20 N 2

Cepas cultivadas en un agar distinto al Agar Sabouraud Dextrosa.

6. Fuentes de informacién

6.1 Unidad de estudio o analisis

Son las Placas de Petri y placas de micropocillos en los cuales se encuentran cultivados
cepas de C. albicans 9983, C. krusei 9841 y C. tropicalis 9618.

6.2 Unidad informante

Datos obtenidos de cada una de estas placas de Petri y las placas de micropocillos

definidas como unidad de estudio y analisis.

6.3 Unidad referencial

Laboratorio perteneciente al Edificio Bruno Gunther, Facultad de Medicina, Universidad de

Valparaiso. Hontaneda 2664, Valparaiso.

91



* °

KA Universidad C/

N deValparaiso iiobstetricia
CHILE puericultura

7. Materiales

e Tubos de fondo conico Biologix ® de 15 mL

e Botellas de vidrio con tapa Duran Schott® de 200, 500 y 1000 mL

e Micropipeta Biopette®, modelos p10, p100, p200 y p1000

e Pipeta graduada HGB® de 10 mL

e Papel Parafim® 75m x 5 cm

e Placas de Petri de vidrio 60 y 150 mm

e Probeta de 10 mL Duran®

e Repipeteador Handy Step®

e Guantes de procedimiento Top Glove ®

e Mascarilla Face Mask®

e Alcohol 70%

e Puntas para micropipetas desechables de 10, 100 y