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RESUMEN

Las infecciones fungicas han tenido un incremento en las Ultimas décadas y han
presentado un problema de transcendencia econdémica y social donde las
instituciones de salud y su personal han tenido dificultad en su atencion, la
aparicion de resistencia en ciertas cepas de Candida spp. lo que ha llevado a que
los tratamientos con agentes antifingicos especialmente de la clase de los

triazoles presente un fracaso en este tipo de infecciones.

El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad antifingica in vitro de cuatro
compuestos triazélicos (tetrahidrofuranosyl-1,2,3 — triazol), empleando la técnica de
microdilucion en microplaca propuesto por el CLSI documento M27-S4 del afio
2012 para levaduras del género Candida ATCC, determinar su concentracion

minima inhibitoria y criterios de susceptibilidad.

Se emplearon cuatro compuestos triazolicos y cinco cepas de Candida ATCC:
Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 90028 , Candida glabrata
ATCC 26512, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258 . Las

cepas fueron expuestas a concentraciones de 16 pg/mL — 0,03 pg/mL, frente a los
1



cuatro compuestos triazélicos sintetizados en el CIQS (Centro de Investigacion de
Quimica Sustentable), siguiendo la técnica de microdilucién en microplaca como lo
establece el CLSI, utilizando como antifungico control al Fluconazol e incubando las
placas a 35°C por 24 horas. La concentracion minima inhibitoria de los compuestos
oscilan entre 0,125 pg/mL — 16 pg/mL, comparado con el Fluconazol que fue de 2

pug/mL — 16 pg/mL.

Los derivados triazélicos sintetizados en el CIQS muestran un efecto antifingico
eficaz in vitro en las cepas de Candida ATCC, por lo que se recomienda llevar a
cabo estudios microbiologicos in vivo para asegurar la eficacia de estos

compuestos en infecciones fangicas desarrollada por Candida spp.

Palabras claves: Antifungico, Concentracibn minima inhibitoria, CLSI, Triazol,
ATCC, Candida spp.

Estudiantes: Cristian Andrés Pastrana Goémez

Docente: PhD. Carmen Cecilia Almonacid Urrego
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SUMMARY

Fungal infections have increased in recent decades and have presented a problem
of economic and social significance, where health institutions and their staff have
had difficulty in their care, the emergence of resistance in the strains of Candida sp.
That has led to treatments with antifungal agents, specially the class of azoles,

present a failure in this type of infections.

The objective of this work is to evaluate the in vitro antifungal activity of four triazole
compounds (tetrahidrofuranosyl-1,2,3- triazol) , using the microplate microdilution
technique proposed by the CLSI document M27-S4 of the year 2012 for yeast of
Candida genus, determine its minimum inhibitory concentration and susceptibility

criteria.

Four triazole compounds and five strains of Candida ATCC were used: Candida
albicans 10231 ATCC, Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC
26512, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258. Strains
were exposed to concentrations of 16 pg/mL — 0,03ug/mL, compared to the four

triazoles synthesized in the CIQS (Sustainable Chemistry Research Center),
3



following the microplate microdilution technique as established by the CLSI, using
Fluconazole as antifungal control and incubating the plates at 35°C for 24 hours.
The minimum inhibitory concentration of the compounds ranged between 0,125
png/mL — 16 pg/mL, compared with Fluconazole which was 2 pg/mL — 16 pg/mL.

The triazole derivatives synthesized in the CIQS show an effective antifungal effect
in vitro in the strains of Candida ATCC, for which it is recommended to carry out
microbiological studies in vivo to ensure the efficacy of these compounds in fungal

infections developed by Candida spp.

Keywords: Antifungal, Minimum Inhibitory Concentration, CLSI, Triazole, ATCC,
Candida spp.

Student: Cristian Andrés Pastrana Gémez

Teaching: PhD. Carmen Cecilia Almonacid Urrego



INTRODUCCION

Las infecciones fungicas representan una de las causas mas significativas en
personas con enfermedades infecciosas causadas por microorganismos, donde las
levaduras son las de mayor reporte de infeccibn en pacientes
imunocomprometidos. Al buscar nuevas formas de combatir este tipo de
infecciones los investigadores se ven enfrentados a grandes retos debido a que las
levaduras poseen o adquieren formas de resistencia a los antifangicos, aun a los
de alto grado de efectividad, que conllevan a que un alto porcentaje de las
personas que padecen una infeccion micotica no presenten mejoria en su estado
de salud. Debido a esto, las infecciones por levaduras han adquirido una gran
importancia en las Ultimas décadas no solo por su mayor frecuencia en pacientes

inmunocomprometidos, sino también por su alta morbilidad y mortalidad (1).

Asi mismo, el uso indiscriminado de antifangicos como el fluconazol, en el
tratamiento y prevencion en pacientes infectados por VIH o pacientes sometidos a
guimioterapia, ha conducido a la disminucion de la susceptibilidad a este farmaco
en levaduras altamente patdgenas. Paralelamente a esto se ha observado un
incremento en la aparicién de nuevas especies patdgenas dificiles de diagnosticar
y tratar, que tienen gran interés para el area clinica. El reporte diario en las
centrales de atencion para la salud (hospitales, clinicas, institutos) de hongos
patdgenos para la salud humana, resistencia a medicamentos y el alto indice de
morbilidad y mortalidad, hace que se ofrezcan diferentes alternativas para

desarrollar nuevos antifungicos con alta susceptibilidad en estos microorganismos

).

Las infecciones fungicas, en especial la candidiasis, se han constituido en una
importante causa de morbi-mortalidad en personas inmunocomprometidas.
Diferentes estudios demuestran que la Candida albicans, que es el agente mas
comun, y las Candida no albicans, han incrementado su presencia en esta clase de
pacientes originando en ellos infecciones locales e invasivas. Como una de las

estrategias para el tratamiento de este tipo de patologias se ha adoptado el



incremento progresivo de la concentracion del principio activo presente en los
agentes antifingicos, practica que ocasiona que los tratamientos sean menos
efectivos por generacion de factores de resistencia a los mismos, y que provoca un
alto nivel de toxicidad en las personas que se ve reflejado en un retraso en su
recuperaciéon y en la presencia de efectos colaterales. Asi mismo, se ha
evidenciado la aparicion de cepas resistentes a los diferentes antimicoticos
utilizados en la farmacoterapia, problema que ha ido en aumento en las Ultimas
décadas y que estad ocasionando un problema en el area de la salud ya que

dificulta el tratamiento de los pacientes con este tipo de infecciones (3,4).

Este proyecto es la continuacion de un macroproyecto que esta desarrollando la
Universidad Autonoma del Estado de México (UAEMex) en cooperacion con la
Universidad Autébnoma de México (UNAM), el Centro de Investigacion de Quimica
Sustentable (CIQS), el Centro de Investigacion de Ciencias Médicas (CICMED) y el
Semillero ECZA adscrito a la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca, con el fin de disefiar farmacos antifiingicos de la
familia de los Triazoles para el tratamiento de pacientes con infeccion de origen
micético. El CIQS, CICMED, sintetizaron cuatro compuestos antifungicos de la

familia de los triazoles y los llamaron: Tetrahydrofuranosyl-1,2,3-Triazoles.

En esta segunda fase el grupo de investigacion ECZA estudiara la susceptibilidad
de estos triazoles en cinco especies de Candida ATCC, comparada con la
susceptibilidad al Fluconazol, que es el antifingico de eleccion en este tipo de

patologias.

En Colombia existen pocas investigaciones dirigidas al desarrollo de nuevos
agentes antifiungicos que permitan enfrentar los problemas de salud ocasionados
por este tipo de hongos, por ende este proyecto esta dirigido a evaluar la eficacia y
los perfiles de susceptibilidad de los triazoles Tetrahidrofuranosyl - 1,2,3 — Triazol,
en diferentes especies de Candida ATCC , con el fin de aportar a las ciencias
médicas una nueva alternativa para el tratamiento de infecciones flngicas

originadas por levaduras.



OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la sensibilidad in vitro de cinco cepas de Candida ATCC, frente a

cuatro nuevos antifungicos de la familia de los triazoles.

ESPECIFICOS

Conocer la concentracién minima inhibitoria in vitro de cada una de las cinco

cepas de Candida ATCC frente a los cuatro nuevos compuestos triazélicos.

Determinar entre las cinco cepas de Candida ATCC cual presenta mejor

susceptibilidad in vitro frente a los cuatro nuevos compuestos triazolicos.

Comparar los puntos de corte de sensibilidad in vitro de los nuevos triazoles
con el fluconazol, antifingico de eleccion y distribuciébn comercial para

tratamiento de micosis.

Conocer cual de los cuatro compuestos triazélicos “tetrahidrofuranosyl- 1,2,3
— triazol” presenta mejor sensibilidad antimicética in vitro entre ellos frente a

cinco cepas de Candida ATCC.

Determinar los criterios de susceptibilidad in vitro de las cinco cepas de

Candida ATCC frente a los cuatro nuevos compuestos triazolicos.



1. ANTECEDENTES

En 1843, Robin asignd el nombre de Oidum albicans a un hongo que causaba
lesiones orales a pacientes, desde entonces Candida albicans ha recibido mas de
100 nombramientos sindnimos, los dos nombres que han persistido son Monilla
albicans empleada por Zoft en 1890 y Candida albicans por Berkhout en 1923. En
1861 Zenker describi6 el primer caso documentado de Candida infectando érganos
y en 1940 se describié el primer caso de endocarditis candidiasica. El periodo de
mayor interés en la historia de las infecciones por Candida comenzé en la década
de los 40 cuando se generaliz6 el uso de los antibidticos, desde entonces se han
producido manifestaciones no documentadas con anterioridad de infecciones por
Candida y ha aumentado de forma considerable la incidencia de casi todas las
candidiasis. Segun la OMS en las ultimas décadas Candida spp ha sido el cuarto
microorganismo aislado con mas frecuencia en los hemocultivos de los pacientes

hospitalizados y explica el 8 — 15% de todas la sepsis nosocomiales (5,6).

El primer antifungico se reporté a finales de la década de los 50 con el antifingico
polieno Anfotericina B, producto del microorganismo bacteriano Streptomyces
nodosus, medicamento que se implementa actualmente y que posee un amplio
espectro de accion en los hongos causantes de enfermedades y es de eleccion

para el tratamiento de infecciones micéticas en pacientes inmunocomprometidos

(7).

Los primeros azoles se desarrollaron en el afio 1967, el Clotrimazol y Miconazol,
gue son compuestos heterociclicos aromaticos en los que al menos uno de los
carbonos del anillo es sustituido por el nitrdgeno, oxigeno o azufre, utilizandose
como tratamiento de uso tdpico y sistémico contra infecciones micoticas. Desde
entonces se han desarrollado diferentes antifingicos que comparten la misma

estructura del anillo pirrol (azol basico) (8).

En 1981 apareci6 el ketoconazol, el primer azol oral que salié al mercado. A pesar
de que representd un avance importante, su escasa penetracion en el liquido

cefalorraquideo, sus efectos adversos antiandrogénicos y las potenciales
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interacciones con farmacos que se metabolizan por el citocromo P- 450, limitaban

su papel (9).

Los triazoles aparecen en la decada de los 90 siendo el Itraconazol el primer
antifangico oral con actividad sobre un amplio espectro en hongos (10). Los
triazoles han sido uno de los recursos terapéuticos mas implementados para el
tratamiento de infecciones causadas por hongos, sin embargo el cambio de la
epidemiologia de las candidiasis invasivas ha ocurrido a favor de un aumento de
infecciones debidas a Candida no albicans, algunas de ellas resintentes a
fluconazol en las que el tratamiento empirico de este triazol no ha sido el mas ideal
(11,12).

Al inicio de la decada pasada aparecio la primera equininocandina antifingica, la
caspofungina y el penultimo triazol el voriconazol, este ultimo mostré mas actividad
in vitro e in vivo frente a algunas cepas de Candida no albicans resistentes a
antifingicos, especialmente a Candida krusei (13), caspofungina particularmente
representd un importante avance en el tratamiento de las candidiasis. La segunda
equinocandina, micafungina salié en 2005 y la ultima la anidulafungina se introdujo
al mercado en 2007; en 2006 la FDA aprob6 su uso y en 2007 la Agencia Europea
del Medicamento (EMEA) autorizé sus usos para el tratamiento de la candidiasis

invasiva (14).

El triazol de dltima generacion salié en 2007, el posaconazol, que juega todavia un
papel importante en el manejo de la candidiasis invasiva incluyendo infecciones

causadas por especies menos sensibles como Candida krusei (15,16).

Multiples factores han influenciado en el cambio clinico epidemiologico de las
micosis invasivas en pacientes hospitalizados, entre ellos el aumento de pacientes
gue reciben antibiéticos de amplio espectro, el tratamiento con inmunosupresores,
pacientes con VIH — SIDA , quimioterapias Yy trasplantes de 6rganos. Por otro lado,
el incremento de métodos de diagndstico terapéuticos invasivos, quirurgicos y el
implante de catéteres vasculares, siguen siendo factores significativos en la

creciente incidencia de las infecciones invasivas por Candida (17).



Los cambios epidemioldgicos de las candidiasis, la capacidad de los agentes
antifungicos y el incremento de las resistencias a estos, han creado multiples
controversias que van dirigidas en la seleccion de un tratamiento Optimo. De las
numerosas clases de antifingicos disponibles, tres son los agentes primarios en el
tratamiento de las candidemias: los polienos, los triazoles y las equinocandinas,
estas clases varian en sus caracteristicas tales como mecanismo de accion,
espectro antifingico, efectos adversos, indicaciones clinicas y via de
administracion. Para la eleccion del farmaco esencial es indispensable conocer la
epidemiologia del hospital en relacién con este tipo de infecciones fungicas, sin
embargo es vital identificar la levadura a nivel de especie, es recomendable
determinar su patrén de sensibilidad y fundamental conocer el estado clinico del

paciente y saber si esta recibiendo profilaxis con antifungicos o no (18).

En el estudio realizado por Sandi y colaboradores en 2013, se menciona que la
mortalidad aumenta a causa de infecciones por especies de Candida no albicans y
gue se ha elevado el niumero de casos de resistencia a antifungicos, convirtiendose
en un problema por las pocas alternativas de farmacos disponibles actualmente en

el mercado (19).

De acuerdo a investigaciones relacionadas con el cambio de epidemiologia,
Zomoridian y colaboradores en el 2011 indican que existe un numero elevado de
pequefias mutaciones en las levaduras que se aislan por pérdida de ADN
mitocondrial o mutacion en el ADN gendmico y plantean que esta puede ser la

causa de la resistencia al tratamiento antifungico (20).

En Colombia la candidiasis ocupa el cuarto lugar de todas las infecciones
asociadas al cuidado de la salud, en donde se destacan las infecciones por
Candida no albicans (4), las cuales en las ultimas décadas han reportado diversos

tipos de resistencia, especialmente al grupo de los azoles (12).

Debido al alto uso e implementacion de estos farmacos en personas que presentan
dichas infecciones fungicas, se han reportando muchos casos de resistencia y un
duro tratamiento para mejorar la calidad de vida del paciente (11,21,22). Con base

en esto también se describe una serie de reportes de alta incidencia en Colombia
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de infecciones por diferentes especies de Candida, en donde se ha presentado un
alto nivel de susceptibilidad a farmacos utilizados para el tratamiento de estos tipos

de infecciones micéticas en hallazgos encontrados desde 2012 hasta la fecha (3,4).

En un estudio realizado en la Universidad de Caldas (Colombia) en el afio 2013, se
evaluo la sensibilidad antimicética de diferrentes levaduras aisladas en pacientes
con micosis ungueal en la ciudad de Manizales donde se observo que la levadura
Candida albicans presentd6 menor sensibilidad al fluconazol y al itraconazol con
respecto a otras levaduras (C. krusei, C. tropicalis, C. candidum, C. glabrata). Asi
mismo se encontré que el 42% de las levaduras aisladas (n:18) presentaron
resistencia al fluconazol y el 67% (n: 29) al itraconazol, demostrandose mayor
resistencia en las especies C. albicans (todos los aislamientos), C. krusei (7 de 9

aislamientos) y C. tropicalis (7 de 13 aislamientos) (23).

En el afio 2014 en el programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY a cargo de
Michael Phaller y colaboradores, se realiz6 un estudio global entre los afios 2010 y
2011 compararando las actividades de las tres equinocandinas (Anidulafungina,
Caspofungina, Micafungina) y cuatro triazoles (Fluconazol, Posaconazol,
Voriconazol, Itraconazol) probados contra una colecciéon de 3.418 aislamientos
clinicos. Los resultados mostraron que 3.017 aislamientos correspondian a
Candida spp. (21 especies) , 125 a levaduras no pertenecientes al genero Candida,
146 a cepas de Asperqgillus spp. (9 especies) y 40 a aislamientos de hongos
filamentosos diferentes al género Aspergillus. Utilizando el metodo de la CLSI.
Candida albicans y Candida glabrata fueron las unicas levaduras que presentaron
resistencia a caspofungina, anidulafungina y micafungina, con un porcentaje del
3.5% y 9.6% respectivamente. La resistencia al fluconazol entre aislamientos de
Candida albicans fue del 0.4%, Candida tropicalis 1.3%, Candida parapsilosis
2.1%, Candida glabrata 8.8% (24).

En el afio 2016 en el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica de
Ecuador (INSPI) a cargo de la Dra. Jenny Guerrero y colaboradores, se realizé un
estudio de identificacién y susceptibilidad de infecciones producidas por Candida

en centros de salud, hospitales vy clinicas del Ecuador., en donde se evaluaron 100

11



cepas de Candida albicans y no albicans desde enero del 2007 hasta abril del
2016. Para la determinacion de susceptibilidad antifangica se usé la técnica de
microdilucion colorimetrica Sensititre Yeast One ante varios antifingicos como:
Anidulafungina, Anfotericina B, Micafungina, Caspofungina, 5-flucitocina,
Posaconazol, Voriconazol, Itraconazol y Fluconazol. Sus resultados reportaron que
de acuerdo con los puntos de corte del CLSI 2008, se encontrO resistencia a
Fluconazol e Itraconazol en un 16% en Candida glabrata y el 5% de Candida
tropicalis presentaron resistencia a los triazoles y no se encontro resistencia en las
100 cepas de Candida albicans (25).

12



2. MARCO TEORICO

2.1GENERALIDADES DE LAS LEVADURAS

Las levaduras son microorganismos que pueden vivir en diversos habitats y con
multiples fuentes de energia, sin embargo, los carbohidratos son los mas
importantes. Desde el punto de vista estructural las levaduras son entidades
microbioldgicas independientes por lo general unicelulares, con membrana y pared
celular, esta ultima siempre conformada por quitina, y cuyo citoplasma contiene
vacuola y nucleo. Asi mismo son microorganismos unicelulares que presentan dos
formas de reproduccion: asexuada o anamorfica y sexuada o telemorfica. La
pluricelularidad se presenta cuando la levadura forma estructuras elaboradas como
pseudomicelio (union de varias células), la mayoria de las levaduras son mesofilas,
con temperatura de crecimiento entre 20-48°C, con un promedio de 30-37°C,
generalmente las levaduras se desarrollan en medios neutros y ligeramente acidos,
su rango 6ptimo de pH es entre 4.5-6.5 debido a que en su metabolismo llegan a
acidificar mas su entorno, la mayoria de los géneros son aerdbicos, salvo a
aguellos que llevan a cabo procesos de fermentacion, los cuales son anaerébicos o

anaerobios facultativos (26).

Las levaduras son los hongos mas aislados a nivel clinico, ellos son ubicuos en la
naturaleza y forman parte de la flora normal del cuerpo, lo que dificulta determinar

su significado clinico en un aislado (26).

Las infecciones fungicas han adquirido gran importancia a lo largo de las dos
ultimas décadas, debido al aumento de la edad, la gravedad y la inmunodepresion
de los pacientes hospitalizados (trasplante de o6rganos solidos o medula 6sea,
neutropénicos, VIH, UCI), al uso de diferentes métodos invasivos diagndsticos y
terapéuticos  (nutricion parenteral, intubacién  orotraqueal, catéteres
endovasculares, cirugias) y de multiples ciclos de antibioticos de amplio espectro
(27,28).
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2.1.1 Enfermedades causadas por levaduras

Los hongos oportunistas causantes de micosis dependen principalmente del factor
predisposicion y del agente etioldégico y son capaces de ocasionar enfermedades
de tipo superficial, cutdneas, subcutaneas, profundas y sistémicas, clasificandose
de esta forma desde el punto de vista clinico con base en su localizacion

anatomoclinica o por los factores de virulencia del hongo (26).

Los hongos levaduriformes que causan este tipo de infecciones pertenecen al
género Candida y Cryptococcus, donde Candida es el agente etiolégico con un

mayor indice de infecciones de este tipo (12).

Candida albicans hace parte de la flora normal de la piel, en la Ultima década ha
sido de mayor importancia clinica por ser causantes de infecciones fungicas y de
mayor incidencia en personas que padecen diabetes, individuos sometidos a
tratamiento quimioterapéutico, pacientes con SIDA, pacientes neutropénicos o
presentando diversos cuadros clinicos y asociado directamente al estado

inmunoldgico del paciente (29).

La levadura con mas interés y aislamiento clinico es Candida, un microorganismo
unicelular perteneciente al Phylum Ascomicotina que origina la infecciébn conocida
como Candidiosis o Candidiasis, que a su vez puede afectar cualquier tejido y ser
generada por diferentes especies de levaduras del género Candida, de las que se

han identificado 190 especies aproximadamente (26).

La candidiasis es una de las mas frecuentes infecciones fangicas determinadas en
pacientes inmunosuprimidos, la constante terapia hacen que estas especies
presenten resistencia a estos farmacos ocasionando infecciones invasivas severas.
De las 190 especies de Candida que se conocen 15 son agentes de infecciones
graves: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida dubliniensis, Candida
lusitaniae; Candida pelliculosa, Candida lipolytica, Candida famata, Candida kefyr,
Candida rugosa, Candida inconspicua y Candida norvegensis, y la Candida
emergente multiresistente Candida auris, el 90% de las infecciones son causadas

14



por Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis y
Candida tropicalis (30). A su vez Candida albicans, una levadura con una
caracteristica polimérfica, es decir se puede presentar de forma filamentosa
formando pseudohifas y la forma levaduriforme, es la levadura que mas presenta

aislamiento por infecciones fungicas (31).

Las candidemias son infecciones nosocomiales graves, rapidamente progresivas,
con elevada mortalidad, dificultad en el diagnostico precoz y refractariedad al
tratamiento, ademas estas infecciones con llevan alta morbilidad, prolongacion de

la estancia hospitalaria y alto costo hospitalario (27,28).

2.2LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA

2.2.1 Caracteristicas microbioldgicas del género Candida

Candida es un organismo unicelular dentro del cual se han identificado
aproximadamente 190 especies, de las cuales 15 tienen interés médico,
aislandose Candida albicans en 40 a 80% de los casos. Candida spp. son
levaduras que no producen pigmentos de melanina y su forma puede variar segun
la especie: globosa, ovoides, elipticas y cilindricas, su reproduccion asexuada o
anamorfica es por blastoconidios (holoblastica) y la mayoria de las especies
patdgenas pueden formar pseudohifas a excepcion de Candida glabrata. Las
especies de Candida son levaduras cosmopolitas ya que tienen la capacidad de
adaptarse a diferentes medios y se encuentran formando parte de la flora normal
de piel, tracto gastrointestinal flora vaginal y boca, colonizando desde los primeros
dias de nacimiento, pero en condiciones extremas como el pH acido del estbmago,

no es posible encontrarlas de forma normal (32).

El género Candida es ureasa negativo, no forma cépsula, pigmentos en almidén, su
capacidad fermentativa la hace distinguible de la mayoria de las especies de este
género y solo algunas tienen metabolismo oxidativo. Candida spp. son levaduras

ligeramente redondas de 2 — 6 x 3 — 9 um reproduciéndose por gemacion (33).
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2.2.2 Taxonomia del género Candida

Clase: Ascomycetes
Subclase: Blastomycetidiae
Familia: Saccharomycetes
Orden: Criptococal
Género: Candida

Especies: albicans, krusei, parapsilosis, tropicalis, glabrata, gulliermondii.

En la tabla 1 se puede observar las especies mas frecuentes del género Candida

gue causan algun tipo de infeccion nosocomial (34).

Tabla 1. Especies mas frecuentes del género Candida en infecciones micoticas.

Especies patdgenas de Candida spp.

Especies Frecuencia
C. albicans 50%
C. tropicalis 15 - 30%
C. parapsilosis 15 - 30%
C. glabrata 15 - 30%
C. krusei ~1%
C. guilliermondii ~1%
C. lusitaniae ~1%
C. dubliniensis ~1%

Fuente: (34)
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2.2.3 Caracteristicas metabélicas

Para las especies de Candida es fundamental la capacidad de adaptacion al medio
para consumir nutrientes del huésped que ayudan a la supervivencia y la division
celular, siendo el metabolismo parte importante para su patogenicidad (35). Su
crecimiento y multiplicacién depende de la asimilacion de hidratos de carbono, una
vez atravesada la barrera primaria Candida utiliza el ciclo del acido tricarboxilico
para invadir mucosas y mediante la gluconeogénesis llegan al torrente sanguineo
(36).

2.2.4 Factores de virulencia

Candida spp. presenta algunas caracteristicas que pueden aportar a su

patogenicidad, entre las que se mencionan a continuacion:

2.2.4.1 Dimorfismo de levadura a micelio

También llamado morfogénesis, el cambio de levadura a pseudohifa es una de las
mAas caracteristicas importantes en el momento de expresar su patogenicidad (37).
Candida albicans tiene la capacidad de cambiar su morfologia de levadura y
pseudohifa. Su forma de levadura le permite fijarse a las células endoteliales y asi

llegar al torrente sanguineo (38).

Su cambio morfolégico esta correlacionado a la densidad celular, ya que si es
menor de 10° células/mm habra crecimiento de pseudohifas, su forma filamentosa
depende también de la superficie de donde se una, si es a las células del
hospedero o superficies abidticas se activaran EFG1, CPH1, Ras 1 y CYR1, genes
responsables de la filamentacién que bajo una nutricidn limitada, niveles bajos de
oxigeno y peptidoglucanos bacterianos presentes en el suero humano ayudaran al
desarrollo de las pseudohifas. Asi mismo, la forma de pseudohifa ayuda a Candida

a eludir a los fagocitos e invadir los vasos sanguineos (39,40).
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2.2.4.2 Secrecion de proteinasas

La enzima aspatrtil proteinasa (SAPs) pertenece al grupo de enzimas degradativas
gue bien puede ser secretada por algunas de las especies del género Candida o
pueden estar unidas a la pared celular. Su funcion es hidrolizar proteinas
secretadas por el hospedero frente a una infeccién, entre ellas el colageno, mucina
fibronectina, e inmunoglobulinas, atravesando asi la barrera del tejido conjuntivo
para facilitar la colonizacion en invasion de los tejidos. Asi también las especies del
género Candida, en mayor proporcion Candida albicans, secretan fosfolipasas que

dafian las membranas de las células (39,41,42).

2.2.4.3 Capacidad de adhesion atejidos

La adhesién es un proceso que requiere de fuerzas pasivas como interacciones
hidréfobas o fuerzas de Van de Waals lo que permite el contacto de célula a célula.
Entre las principales adhesinas se encuentran la secuencia tipo aglutinina ALS que
consta de ocho proteinas ( ALS1 — 7 y ALS9), de las cuales la adhesina ALS3 es

de las mas importantes en la expresién de genes de adhesion (37,38).

2.3CANDIDIASIS

La candidiasis es una infeccion con manifestaciones clinicas muy variables, de
evolucion aguda, subaguda y crénica, en las que la levadura puede presentar
diferentes focos de infeccion, afectando de manera particular las mucosas (vagina,
boca), piel y érganos (pulmones, intestinos) (43), sin embargo hace parte de la flora
normal de la piel, boca, flora vaginal, y el tracto gastrointestinal (32). La candidemia
es una de las infecciones nosocomiales de la sangre y se asocia con una
mortalidad significativa (3). La candidiasis es una de las enfermedades infecciosas

mas frecuentes que atacan al hombre, cuyo nivel de gravedad esta muy
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relacionado con el factor de predisposicion con el que se asocie, sin embargo en
pacientes inmunodeprimidos la diseminacion se asocia a una alta mortalidad. Las
causas que favorecen la aparicion de la candidiasis son: alteraciones de la flora
gastrointestinal, enfermedades inmunodeficientes, diabetes mellitus vy
medicamentos o tratamientos médicos tales como antibiéticos de amplio espectro,

radioterapia y quimioterapia (44,45).

Las especies del género Candida son uno de los principales agentes causales de

infecciones fungicas, especialmente en fungemias nosocomiales (33).

2.3.1 TIPOS DE CANDIDIASIS

La candidiasis origina un amplio espectro de manifestaciones clinicas que varian
desde infecciones superficiales o cutaneas hasta la candidiasis invasiva. A
continuacion se muestra la tabla 2 con los diferentes tipos de candidiasis y los

factores de riesgo predisponentes (46).

Tabla 2. Tipos de Candidiasis. Fuente: (46).

TIPOS DE CANDIDIASIS

Candidiasis Presentacion clinica Factores de riesgo

Radioterapia para el cancer de cabezay
Orofaringitis cuello, uso de corticoides, protesis

dental, edades extremas

Esofagitis Céncer

o Infeccién por VIH, diabetes mellitus, uso
Superficiales o S o
i Vulvovaginitis de antibioticos, uso de corticoides,
(cutaneas y mucosas) _ )
anticonceptivos orales, embarazo.

’ Enfermedad vascular, humedad y
Cutanea > 5
maceracion cutanea.

] o Prematuridad, progenitora con
Cutanea congeénita , o _
dispositivo intrauterino

19




Mucocutanea cronica

Enfermedades endocrinoldgicas,
deficiencia en linfocitos T

Invasoras

Infeccién por VIH con recuentos bajos de
CD4, uso prolongado de antibiéticos,

terapia inmunosupresora, insuficiencia

Candidemia y
renal, gquemaduras graves, alteracion de
la integridad intestinal, edades extremas,

diabetes mellitus.
- Cirugia uroldgica, diabetes mellitus,
Urinaria -
sonda urinaria.
Neumonia Aspiracion
Enfermedad valvular, abuso de farmacos
» intravenosos, antecedentes de
Endocarditis » _ .
endocarditis bacteriana, cirugias
mayores.
. N Presencia de catéteres intravasculares,
Pericarditis

cirugia toracica.

Sistema nervioso

central

Cirugia en el sistema nervioso central

Ocular

Cirugia ocular

Huesos y articulaciones

Inyecciones intraarticulares, trauma o

cirugias.

Abdominal

Cirugia abdominal, pancreatitis,
perforaciones recurrentes, trasplante de

organos.
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2.4EPIDEMIOLOGIA DE LA CANDIDIASIS A NIVEL MUNDIAL Y EN
COLOMBIA

La epidemiologia de la infeccion por Candida ha cambiado durante los ultimos
afios, encontrando variaciones en las especies aisladas y patrones de resistencia al
tratamiento antimicético lo cual implica nuevos retos en el diagnostico temprano.
Las especies de Candida no albicans han emergido tanto como colonizadoras
como causante de infeccién sistémica, constituyendo un 35% - 65% de las
infecciones por Candida en la poblacion, siendo la mas comunes Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata, Candida parapsilosis, la virulencia y la
patogenicidad de algunas de estas especies han mostrado un aumento importante
en la mortalidad, ademas de implicar un reto terapéutico ante el aumento de

resistencia a los tratamientos usados (47).

La distribucién geografica de las infecciones por Candida spp. es universal, siendo
la micosis con mayor incidencia en el mundo, ya que mas del 50% de este tipo de

infecciones es producida por Candida albicans (30,43).

La incidencia de infecciones por Candida tanto en las Unidades de Cuidado
Intensivo como en el &mbito hospitalario ha aumentado de forma draméatica durante
las ultimas dos décadas siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad,
asi como el incremento en los costos de la atencion intrahospitalaria. La
candidemia representa aproximadamente un 15% al 30% de todas las infecciones

nosocomiales ocupando el cuarto lugar con una mortalidad cercana al 40% (48).

La epidemiologia de la infeccion por Candida ha tenido un giro dramatico en los
ultimos afios, existen multiples estudios llevados a cabo en Estados Unidos,
Francia, Espafia y Suiza, que muestran una tasa de infeccidén que varia desde 1,2 a
25 casos por 100.000 admisiones (1).

En Colombia la candidiasis ocupa el cuarto lugar de todas las Infecciones
Asociadas al Cuidado de la Salud (IACS) teniendo una alta notoriedad en
infecciones por Candida no albicans (4), en las ultimas décadas se han reportado
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diversos tipos de resistencia por parte de estas levaduras, especialmente a los
antifingicos que pertenecen en el grupo de los azoles (12). En Colombia
especificamente en Bogota existe el grupo GREBO (Grupo para el Control de la
Resistencia Antimicrobiana en Bogotd) el cual tiene como un objetivo conocer el
comportamiento de la resistencia microbiana, en el afio 2017 el GREBO realizo un
informe sobre la frecuencia de microrganismos aislados en Unidades de Cuidado
Intensivo (UCI) y en servicios no UCI (servicios de hospitalizacion excepto
urgencias), de los resultados de la vigilancia de la resistencia bacteriana afio 2016,
donde incluyo datos obtenidos de las 36 instituciones de alta complejidad de
Colombia (29 para Bogota y 7 de otras ciudades: Armenia, Ibagué, Neiva,
Manizales, Popayan, Tunja y Valledupar), encontrando que la infecciébn por
Candida se encontr6 dentro de las 10 primeras causas de infeccion representando
aproximadamente un 3% de todas las infecciones nosocomiales, donde el analisis
completa dos componentes: el componente pediatrico (incluye el andlisis pediatrico

y nheonata) y el componente adulto (49). Ver Gréafica 1,2,3.
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Frecuencia de microorganismos en Hospitalizacion adultos.

Frecuencia de microorganismos en UCI adultos. Afio 2016 Ao 2016
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Grafica 1. Frecuencia de microorganismos
aislados en no UCI en adultos. Informe GREBO
2017. (49).

Frecuencia de microorganismos en UCI pediatrica y neonatal. Afio 2016
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Grafica 3. Frecuencia de microorganismos en UCI en pediatricos y neonatos. Informe
GREBO, 2017. (49).

Otro estudio realizado por GREBO, en ocho hospitales entre 2001 y 2002 mostro

1.194 aislamientos micéticos, siendo los hongos mas frecuentemente aislados en
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Unidad de Cuidado Intensivo (UCI) Candida albicans (57%), Candida tropicalis
(14%), Candida guillermondi (5%), Trichosporon spp. (3%) y Candida spp. en 7%
(49).

En la dltima década se ha observado cambios respecto a las especies de Candida
aisladas como productoras de infeccién y aunque Candida albicans es la mas
prevalente, otras especies como Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, han adquirido un lugar importante, dependiendo del
tipo de paciente, edad, pais y estudio. Dentro del estudio SENTRY antes
mencionado, se encontrd una prevalencia diferente de especies de Candida como
causantes de infeccion al comparar los diferentes paises (ver Tabla 3) (50).

Tabla 3. Distribucién porcentual de las especies de Candida por regiones — Estudio
SENTRY. Fuente: (50).

Especie USA Canada América Latina Europa
C. albicans 55 60 45 58
C. glabrata 21 12 6 10
C. parapsilosis 11 16 25 19
C. tropicalis 9 6 16 7
C. krusei 2 2 1 1
Candida sp. 2 4 7 5

Candida albicans conserva el primer lugar en todos los paises participantes, sin
embargo se observa una alta incidencia de otras especies, por ejemplo, en
Estados Unidos existe unan alta incidencia de Candida glabrata, secundaria a la
seleccion por la utilizacion de fluconazol como profilaxis y manejo empirico. En el
resto de paises se encuentra mayor incidencia Candida parapsilosis, la cual se ha

relacionado con el uso de catéteres intravenosos y nutricion parenteral (50).

La importancia al determinar la especie de Candida encontrada como causante de
infeccion radica en el tratamiento, ya que el inicio de tratamiento empirico sin
contar con un aislamiento microbiolégico puede significar un riesgo para el
paciente y aumento de la resistencia (2).
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La mortalidad por infeccion asociada a Candida llega hasta el 50%, la cual es
mayor en pacientes con enfermedad cronica, edad avanzada, enfermos
oncoldgicos y pacientes criticos. Los factores relacionados con mortalidad en UCI
son un APACHE Il (Acute Phisilogy And Chronic Health Evaluation Scoring
System) alto, enfermedad, renal aguda, y candidemia persistente que no responde

a manejo (51).

La importancia de esta infeccién radica en la alta prevalencia y en el gasto que
representa la atencion de este padecimiento, sobre todo en casos de infecciones
nosocomiales, ademas de su tasa de mortalidad elevada que va en aumento cada
afo especialmente la candidiasis sistémica, principalmente en pacientes que estan

comprometidos inmunolégicamente (52).
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2.5AGENTES ANTIFUNGICOS

Un agente antifiingico o antimicotico es aquella sustancia natural, sintética o semi
sintética que posee la capacidad de producir una alteracion en la estructura de una
célula fungica, donde consigue inhibir su crecimiento al alterar su metabolismo o
capacidad de supervivencia. Las diferentes maneras de utilizacion de los
antifangicos para dichas infecciones han evolucionado en los ultimos cincuenta
afios mejorando su funcionalidad, el espectro de accién, manejo y tiempo de

tratamiento (10).

El primer antifingico se report6 a finales de la década de los 50 con el antifungico
polieno Anfotericina B, producto del microorganismo bacteriano Streptomyces
nodosus, un medicamento que se implementa hoy en dia y que posee un amplio
espectro de accién en los hongos o levaduras causantes de enfermedades y de
eleccion para el tratamiento de infecciones micéticas para pacientes
inmunocomprometidos (7). Durante toda la década de los 90 se incorporaron los
primeros triazoles y las formulaciones lipidicas de Anfotericina B. Ya en el siglo XXI
aparecieron nuevos triazoles y un nuevo grupo de agentes antifingicos las
equinocandinas (Figura 1) (8,10,53).

POLIENOS AZOLES EQUINOCANDINAS

Caspofungina
Ketoconazol Isavuconazol
Anfotericina B Voriconazol
Fluconazol

itraconazol
A
[ ] B
L} L I

Ravuconazol

Micafungina
Anidulafungina
Posaconazol

.

{ l F4

1950 1960 1970 1980 1990 2001 2002 2005-2006 2015

Figura 1. Evolucién histérica de los antifungicos. Fuente: (8)
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2.5.1 Clasificacion de los antifungicos

Los antimicOticos presentan una gran variedad de compuestos con diferentes
estructuras y mecanismos de accion. Pueden clasificarse por su naturaleza
guimica, de acuerdo a su origen (sustancias producidas por organismos Vivos 0
derivacién de sintesis quimica) y su espectro de accién (amplio o restringido). El
sitio o el foco de accion (membrana celular, pared fangica, ARN, ADN), se limitan
principalmente a tres dianas presentes en la célula fungica. (14).

En la actualidad hay cuatro importantes clases de agentes antimicéticos que se
usan para el tratamiento de infecciones fungicas invasivas como lo son: los
Polienos, Triazoles, Pirimidinas analogas y las Equinocandinas (54). Los polienos y
triazoles se dirigen a los componentes claves de la formacion de la membrana de la
célula fangica, la pirimidina analoga, flucitosina inhibe la sintesis de ADN y ARN, lo
gue interrumpe la sintesis de proteinas y la division celular, las equinocandinas son
una clase de agentes antifungicos recientemente descubierta que interfieren en la
biosintesis de la pared celular, cada una de estas clases de agentes antifungicos
presentan caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas unicas (55). En la
Figura 2 se muestran las cuatro clases de agentes antifingicos mas comunes

utilizados para el tratamiento de infecciones fangicas invasivas y su mecanismo de

Echinocandins Pyrimidine analogues
Inhibit B-(1>3)-glucan synthase, Interrupt DNA and RNA
which produces an synthesis, which ultimately

essential component disrupts protein
synthesis and

of the fungal \
cell wall N cellular divison

Triazoles Polyenes

Iinterrupt
sterol biosynthesis, within the
which is critical for cell membrane,
maintaining cell and thereby disrupting cell
mitochondrial membrane permeability, which results
architecture and function in rapid cell death

Integrate

Figura 2. Las cuatro clases mas comunes de agentes antifungicos sistémicos utilizado en
el tratamiento de infecciones fungicas invasivas y su mecanismo de accion.
Fuente: (48).
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accion.

2.5.2 Estructura de los antifingicos

2.5.2.1 Polienos

Los polienos macrdlidos son la clase mas antigua de los agentes antifungicos y se
han usado por mas de 50 afios debido a su amplio espectro de actividad (56).Son
sintetizados por actinomicetos del género Streptomyces. Dentro de este grupo se
encuentran la natamicina, la nistatina y la Anfotericina B, este Ultimo compuesto
sintetizado por el Streptomyces nodosus es el mas usado en las infecciones
fungicas severas (57). Los polienos son moléculas organicas conocidas como
macrolidos. Dentro de este grupo la Anfotericina B es considerada como gold

standard en el tratamiento de micosis (58).

La Anfotericina B tiene la capacidad de unirse a los esteroles de las membranas
celulares de las células eucarioticas, pero con mucha mayor afinidad al ergoesterol
de la membrana celular de los hongos, produciéndose una despolarizacion de la
membrana ya que se altera la permeabilidad mediante la formacion de un poro que
provoca la pérdida de proteinas, iones intracelulares y glucidos, lo cual altera el
equilibrio osmotico de la célula y ocasiona la muerte celular. Sin embargo, aunque
muchas micosis sistémicas se tratan con Anfotericina B, diferentes estudios han
reportado su alta nefrotoxicidad ya que se une al colesterol componente celular de

los mamiferos (56,59). En la figura 3 se muestra la estructura de Anfotericina B.
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Figura 3. Estructura de la Anfotericina B. Fuente: (60).

2522 Azoles

Los antifungicos azdlicos o azoles son un grupo de farmacos fungistaticos
sintéticos que se caracterizan por poseer un anillo imidazélico que posee 2 o 3
nitrogenos, en vista de esta Ultima caracteristica los azoles se dividen en
imidazoles (Clotrimazol, Miconazol, Ketoconazol, Setaconazol) y triazoles

(Itraconazol, Ravuconazol, Albaconazol, Posaconazol y Fluconazol) (9,29).

Los triazoles presentan una amplia actividad antifangica y son bien tolerados, su
mecanismo de accion es interrumpir la sintesis de ergoesterol a través de la
inhibiciéon de la enzima C-14-a-desmetilasa que forma parte del citocromo P450 y
es la responsable de la transformacion del lanosterol a ergoesterol. Esta inhibicion
metabdlica produce la acumulacién de methylesteroles dentro de la membrana
celular, que son toxicos para la célula fungica, aumentando la permeabilidad de la
membrana e induciendo la muerte del hongo o la inhibiciobn de su crecimiento.
Dependiendo de la especie y del compuesto antimicético involucrado, los triazoles
son generalmente fungistaticos, mientras que el voriconazol y el itraconazol son
fungicidas (61-64). En la figura 4 — 9 se muestran las estructuras quimicas de los

azoles que mas se emplean en los tratamientos contra infecciones por Candida.
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Figura 5. Estructura del Ketoconazol. Figura 4. Estructura del Voriconazol.
Fuente: (60). Fuente: (60).
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Figura 8. Estructura de Posaconazol.
Fuente: (60).

Figura 9. Estructura del Ravuconazol.
Fuente: (60).
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Las equinocandinas constituyen el grupo mas reciente de antifingicos, el cual
posee una buena toxicidad selectiva que permite su utilizacion a dosis elevadas
con pocos efectos adversos sobre los pacientes. Son lipopéptidos semisintéticos
ciclicos anfifilicos con una cadena lateral aminoacil-lipidica, producidos mediante
sintesis quimica a partir de derivados sintetizados por Glarea lazayensis
confiriendole diferentes propiedades fisico — quimicas y una de las caracteristicas
es introducirse en la capa lipidica de la membrana fangica (65). El objetivo de las
equinocandinas es el complejo de proteinas responsables de la sintesis de la pared
celular, el polisacarido 1,3-B-glucano que se encuentra en la pared celular de la
mayoria de los hongos patégenos y es responsable, junto con la quitina, de la
morfologia y rigidez de la pared(28,39). Las equinocandinas mas importantes son
Caspofungina, Anidulafungina y Micafungina, estos compuestos son muy utilizados
en casos de candidiasis, pero es necesario conocer la especie que esti
ocasionando la micosis ya que la dosificacion varia de acuerdo al agente aislado es
decir C. albicans, C. tropicalis, C. kruzei son mas sensibles a estos compuestos en
dosis menores que C. parapsilosis, C. guillermondi y C. lusitaniae (66). En las

figuras 10 — 12 se muestran las estructuras quimicas de las equinocandinas.
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Figura 11. Estructura de la Caspofungina. Figura 12. Estructura de la Micafungina.
Fuente: (60). Fuente: (60).

En la tabla 4 se detalla los mecanismos de accion y el tipo de actividad que se

presenta en las infecciones fungicas por Candida.

Tabla 4. Mecanismo y tipo de accion de los antifungicos.
Fuente: (41 — 44).

Mecanismo y tipo de accion de los antifungicos utilizados en el tratamiento
de infecciones fungicas
Clase Antifungico Mecanismo de Actividad en

accion Candida
Alteracion de las
propiedades de
o barrera de la

) Anfotericina B o
Polienos o membrana celular Fungicida
Nistatina

y efectos de las
vias de oxidacion

intracelulares.
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Pirimidinas Fluorocitosina
Azoles, Miconazol
imidazoles Ketoconazol

Fluconazol

Azoles, ltraconazol
triazoles Voriconazol
Posaconazol

Caspofungina
Equinocandinas Anidulafungina

Micafungina

Inhibicibn de la
sintesis de los
acidos nucleidos
Inhibicion de la
sintesis de
ergoesterol al
interactuar con la
14-alfa-
demetilasa.
Inhibicibn de la
sintesis de
ergoesterol al
interactuar con al
14-alfa-
demetilasa. Tiene
una afinidad
superior a la de
los imidazoles por
las enzimas
fungicas.
Inhibicion de la
sintesis de
glucano al
interactuar con la
1,3-beta-

glucanosintetasa.

Fungistética

Fungistatica

Fungistética

Fungicida
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2.6 RESISTENCIA A LOS ANTIFUNGICOS

En la dltima década, el nimero de casos de micosis con falla terapéutica se ha
incrementado en el mundo, por lo que se ha registrado un elevado nimero de
resistencias por especies de Candida. Los mecanismos de resistencia dependen
de las caracteristicas propias de las especies de Candida ya sean intrinsecas o

extrinsecas (21,24).

La resistencia microbioldgica depende de mecanismos innatos en el que todas las
cepas son resistentes, un ejemplo es Candida krusei que es intrinsecamente
resistente a los azoles. La resistencia primaria se presenta antes de la exposicion
con el farmaco antifingico y esta relacionada estrechamente con las caracteristicas
intrinsecas de cada especie, a su vez, los mecanismos de resistencia secundarios

se muestran después de haber tenido contacto con el antifingico (23).

La resistencia de las especies de Candida a los principales antifingicos son
todavia poco frecuentes en general, frente a Anfotericina B, tradicionalmente las
resistencia son raras con C. albicans, C. tropicalis, y C. parapsilosis (15). Un
estudio global evalu6 la prevalencia de resistencias de Candida frente a Fluconazol

durante cuatro anos, ver Tabla 5.

Tabla 5. Tasa de resistencia de Fluconazol en Candida spp. de cuatro afios de evaluacion.
Fuente: (15)

C. albicans 0,8-15

C. parapsilosis 28-4,0

C. tropicalis 3,1-43
C. glabrata 14,4 — 22,8
C. krusei 56.5-71,3

34



2.6.1 Resistencia a Azoles

La resistencia que presentan las especies de Candida se debe principalmente a
varios mecanismos, la susceptibilidad reducida o resistencia que se genera
mediante bombas de eflujo las cuales son codificadas por genes como MDR o CDR
y tienden a disminuir la concentracién de farmaco antifingico, mutaciones en el gen
codificador de la enzima blanco (ERG11) lo que implica la union imposible con los
azoles, ante la presencia de bombas de eflujo y mutaciones en el ergoesterol-11.
La resistencia a Fluconazol y Voriconazol es mayor y genera una capacidad casi
nula para unirse a los azoles, el hecho de ser fungistatico se relaciona directamente
con la capacidad de desarrollar resistencia secundaria, porque siempre quedan
poblaciones que no mueren con el farmaco y comienzan a generar mecanismos

para defenderse del mismo (67,68).

2.6.2 Resistencia a Equinocandinas

Entre los mecanismos utilizados por los microorganismos para generar resistencia
se encuentra la respuesta al estrés adaptativo en el cual aumentan los niveles de
quitina en la membrana celular con presencia de crecimiento a elevadas
concentraciones, mutaciones adquiridas en los genes de Fskl y Fsk2 como
causantes en la resistencia de Candida glabrata, ademas de mutaciones
intrinsecas en el gen FKS, las mismas que se asocian a Candida parapsilosis y

Candida guilliermondi (21).

2.6.3 Resistencia a Polienos

La resistencia a anfotericina B es poco frecuente, aunque se han detectado cepas
de levaduras y de hongos filamentosos con mecanismos de resistencia, estos
mecanismos son pocos conocidos, aunque la mayor parte de ellos estan

relacionados con el descenso en la cantidad de ergoesterol de la membrana o un
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aumento de los fosfolipidos que reduce la interaccidén del farmaco con los esteroles.
Estas alteraciones se han asociado con mutaciones en los genes ERG2 y ERG3
gue codifican enzimas que participan en la via de sintesis del ergoesterol. En los
ultimos afios se han propuesto otros mecanismos de resistencia a anfotericina B
relacionados con el efecto oxidativo que presenta el polieno en el interior celular
(22,69).

2.7CEPAS DE REFERENCIA CANDIDA ATCC

La American Type Culture Collection o en sus siglas en ingles ATCC es una
organizacion que recolecta microorganismos de referencia los cuales presentan
ciertas caracteristicas propias de cada cepa, implementadas en el desarrollo de la
investigacion, donde la cepa suministrada proviene de un cultivo puro y se le ha
realizado convenientes pruebas como: Morfolégicas, Bioquimicas, Moleculares. Es
una organizacion en la que participan actualmente 21 sociedades cientificas, en la
actualidad mantiene colecciones de: Bacteriologia, Cultivos celulares, Plasmidos,

Acidos nucleicos y Genotecas, Micologia, Botanica y Virologia (70).

2.7.1 Candida albicans ATCC 10231

Es una cepa aislada de un hombre con broncomicosis, se desconoce la region
geografica en la que fue aislada, la ATCC recomienda la utilizacion de esta cepa
para pruebas in vivo en invasividad y crecimiento en ratones como modelo
experimental (71); esta cepa ATCC presenta las siguientes caracteristicas
fenotipicas:

a) Presenta como propiedad antigénica Serotipo A — Proteinas extracelulares
(proteinas asparticas — aspartil proteinasa : Factor de virulencia que facilita
la adherencia de las levaduras a las células epiteliales, invasion del
huésped e interfiriendo en los mecanismos de defensa del huésped) (72).

b) Morfologia: En agar Sabouraud después de dos dias a 25°C en una
atmosfera aerdbica, las colonias son de color crema, brillantes y lisas. Las
colonias mas viejas muestran una estructura tipo filamentos en el margen y
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pueden tener crestas o carpetas. Las células son ovoides (3.0 — 6.0 x 4.0 —
8.0 um) en gemacion. En cultivos mas antiguos las células se alargaran y
formaran pseudohifas ramificadas similares en cadenas (73).

c) Produce &cido farnesoico, una sustancia auto reguladora capaz de regular
la transicion morfologica.

d) Produce tryptophol, una sustancia que induce el suefio en los humanos (74)

e) Produce Poliaminas oxidasas, sustancias que participan en la
transformacion, el proceso metabdlico, regulacion de la virulencia como la
sintesis de toxinas como putrescina, espermidina (75)

f) Produce estrogen-binding protein (Proteina unién al estrogeno) (76).

g) Produce DNA-Topoisomerasa (77).

Pruebas: Control de calidad, Pruebas de esterilidad, Pruebas de susceptibilidad
antifingica (71).

Panel de susceptibilidad: Resistencia (Anidulafungina, Voriconazol, Itraconazol,
Fluconazole), Sensible (Micafungina, Caspofungina, 5- Flucitosina) (71).

2.7.2 Candida albicans ATCC 90028

Es una cepa aislada en sangre de un hombre en el estado de IOWA, EE.UU. La
ATCC, recomienda la utilizacién de esta cepa para el ensayo de susceptibilidad
antifingica in vitro desarrollado por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio
(CLSI) (71). Esta cepa ATCC presenta las siguientes caracteristicas fenotipicas:

a) Produce colagenasa, es una una metalproteteinasa que rompe los enlaces
peptidicos de los colagenos.

b) Morfologia: Después de dos dias en agar Sabouraud a 30°C, las colonias
son blancas, lisas, butiferas, las células globosas a ovoidal. No se observa
pseudohifas.

Panel de susceptibilidad: Resistencia: (5-Flucitosina), Sensible: (Micafungina,
Caspofungina, Anidulafungina, Voriconazol, Itraconazol, Fluconazol) (71).

2.7.3 Candida glabrata ATCC 26512

Es una cepa aislada de la placenta de un bovino por medio de un estudio cientifico
en 1972 sobre abortos bovinos. Es una cepa que emplea para estudiar su
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patogenicidad en ratones hembra que estdn en embarazo. La cepa se encuentra
en estudio por la ATCC (78).

2.7.4 Candida parapsilosis ATCC 22019

Es una cepa aislada de un bebe en Puerto Rico, presentaba enfermedad celiaca o
esprue (Enfermedad tropical que se caracteriza por dolor de garganta, ulceracion
en la boca y enteritis crénica). Este microorganismo es una cepa de control de la
CLSI para las pruebas de susceptibilidad antifungica (71). Esta cepa ATCC
presenta las siguientes caracteristicas fenotipicas:

a) Produce lipasas (79).

b) Produce esterasas (80).

c) Degrada hydroxybezoate, ya que esta sustancia posee propiedades
fungicidas o bactericidas (81).

d) Degrada el phenol, ya que este compuesto aromatico es un potente
fungicida o bactericida (81).

2.7.5 Candida krusei ATCC 6258

Es una cepa aislada del esputo de un paciente con broncomicosis en Sri Lanka. La
CLSI emplea esta cepa en las pruebas de susceptibilidad antifangica, ensayos de
control de calidad (71). Esta cepa presenta las siguientes caracteristicas
fenotipicas:

a) Produce esteresas (80).

b) Morfologia: Después de 4 dias en medio agar Sabouraud a 37°C con
atmosfera aerdbica, la colonia es blanca, lisa y suave. Las células son
ovoides a cilindrica, las pseudohifas estan ausentes (71).
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2.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Las pruebas de sensibilidad in vitro a los antifiungicos constituyen una herramienta
importante para la prediccion del éxito o fracaso terapéutico y por lo tanto suponen
el punto de partida para la eleccion del farmaco. Actualmente existe un método
estandarizado de referencia basado el método de microdilucion en placa o MIC
para estudiar la sensibilidad in vitro de los antifungicos frente a levaduras de mayor
importancia clinica, este método es reproducible y adaptable a un laboratorio
asistencial de tal manera que permita detectar su susceptibilidad. Este método,
desarrollado por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), es una de las
metodologias mas empleadas para realizar las pruebas de sensibilidad que
permiten obtener la concentracion minima inhibitoria (CMI) que corresponde a la
minima concentracién de antifingico capaz de inhibir el crecimiento del hongo.
Esta prueba es util ya que permite detectar la aparicion de cepas resistentes,
realizar estudios epidemiolégicos y comparar la susceptibilidad de nuevos agentes
antifiingicos con los ya existentes (71,82).

Para su estandarizacion el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI antes
NCCLS) realiz6 en 1985 una encuesta a los distintos laboratorios para poder
conocer qué pruebas de sensibilidad antifungica realizaban habitualmente y como
las realizaban, ademas se les solicito la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) a unas series de cepas utilizando su propia metodologia. Los
resultados mostraron que pocos laboratorios realizaban pruebas de sensibilidad
antifingica y que la metodologia empleada (medio de cultivo, inéculo, etc.) era muy
variada. Los resultados de las CMI también fueron impactantes ya que en algunos
casos, las diferencias entre los distintos laboratorios fueron hasta 512 veces

mayores (71,82).

Como consecuencia de esta realidad el CLSI cre6 un subcomité para el estudio y
estandarizacion de las pruebas de sensibilidad a los antifingicos en levaduras del
genero Candida y en Cryptococcus neoformans, que dio lugar a la publicacion, en

1992 de la propuesta de un método (M27-P). En 1995 se public6 el método
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provisional (M27-T) y, en 1997 se aprob6 definitivamente el método conocido como
M27-A, en el que se incorporan los puntos de corte del fluconazol, itraconazol y 5-
fluorocitosina y las CMI para las cepas control de calidad. En el afio 2008 se
publicé un nuevo documento, el M27-A3, donde se incluyen los valores de la CMI
para voriconazol, ravuconazol y posaconazol para las cepas de control calidad. En
el afio 2012 se publica un cuarto documento que se complementa con los puntos
de corte para las equinocandinas y la validacion a las 24 horas conocido como
M27-S4, método de microdilucion en placa estandarizado (MIC) (documento M27-
S4; CLSI, 2012) para realizar las pruebas de sensibilidad frente a levaduras con los

ultimos farmacos comercializados hasta el momento (71,82).

2.8.1 Método de dilucion en microplaca para levaduras de la CLSI
(M27-S4)

En los antifingicos solubles en agua (Fluconazol, 5-Fluorocitosina, Caspungina,
Micafungina) se debe preparar una solucion calculando la cantidad suficiente de
polvo para obtener una concentracion diez veces superior a la concentracion mas
alta del antifungico. En los antifungicos insolubles en agua (Anfotericina B,
Anidulafungina, Itraconazol, Ketoconazol, Posaconazol, Ravuconazol, Voriconazol)
se utiliza como diluyente Dimetilsulfoxido (DMSO) (71,82).

Se recomienda seguir el método de las diluciones aditivas y los pasos a seguir son
diferentes si el antifangico es soluble o0 no en agua. Para el caso de los
antifingicos solubles en agua las concentraciones a ensayar estdn comprendidas
entre 64 y 0,12 pug/mL. A partir de la solucion madre se prepara la serie de
diluciones a una concentracion 10 veces superior a la final, usando al medio RPMI
como diluyente. Seguidamente se realiza una dilucién 1/5 afiadiendo a todos los
tubos 4 mL de RPMI, con lo que la concentracion del antifingico en los tubos es 2
veces mayor que la concentracion final deseada (128 pug/mL a 0,25 pug/mL). A los

tubos controles de esterilidad y crecimiento se les adiciona solamente 5 mL de
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medio RPMI, y al de crecimiento se le adiciona el inoculo sin agente antifungico
(71,82).

En el caso de los antifingicos insolubles en agua se realizan las mismas diluciones
seriadas para obtener concentraciones a ensayar entre 16 pg/mL— 0,03 pg/mL. A
partir de la solucidbn madre se preparan las soluciones con una concentracion 100

veces mayor a la final deseada pero utilizando DMSO como diluyente (71,82).

Seguidamente se realiza una dilucién 1/50 tomando 100 pL de cada tubo y se
transfieren a otro tubo que contiene 4,9 mL de RPMI, con lo que la concentracion
del antifingico es dos veces mayor que la concentracion final deseada (32 pg/mL —
0,06 g/mL) y la de DMSO, 2%. El tubo de control estéril contiene 5 ml de RPMI
1640 y el tubo de control de crecimiento 4,9 mL de RPMI mas 0,1 mL de DMSO,
ambos sin adicion del antifingico a evaluar. En ambos casos las soluciones
comprenden un total de 10 tubos de los cuales se incorporan 100 pL de cada uno
de estos a los pocillos de la placa del 2 — 11 de manera decreciente y en los pozos
1 y 12 se colocan los controles de esterilidad y crecimiento respectivamente. Una
vez llenas las placas se cierran y envuelven convencionalmente con una bolsa de
plastico o con papel de estafio para evitar la evaporacion y se congelan a -70°C
hasta el momento de su uso, teniendo la misma fecha de caducidad que el
farmaco a evaluar (71,82).

2.8.2 Preparacion del inoculo

Si la levadura ha estado almacenada o congelada, antes de realizar la prueba de
sensibilidad conviene hacer por lo menos dos pases en medio de agar glucosado
de sabouraud (SDA) (71,82).

2.8.3 Indculo para Candida spp.

Se prepara tocando con el asa de cultivo de 2 a 5 colonias de 1 mm y de 24 horas
de crecimiento en la placa de SDA que se resuspenden en un tubo de solucién

salina (0,85%). Se agita bien y con ayuda de un espectrofotometro (longitud de
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onda: 530 nm), se ajusta a una densidad optica 0,5 McFarland, afiadiendo la
cantidad necesaria de solucion salina. Esta solucion tiene una concentracion
aproximada de 1x10° —5x10° UFC/mL, posteriormente se realiza una dilucién
1:1000 con medio RPMI (concentracién de 1x10° — 5x10° UFC/mL). Esta Gltima
dilucion es la que se utiliza para inocular las placas con el antifingico. La

concentracion final de levaduras en las placas sera de 0,5x10° — 2,5x10°(71,82).

2.8.4 Inoculacion, incubacién y lectura de la placa

La placa debe encontrarse a temperatura ambiente, descongelada en caso de
haberlo estado previamente, se inoculan 100 pyL de la suspension de levadura
desde el pocillo 2 hasta el 12. La columna n°1 que contiene 200 puL de RPMI, se
utiliza para control de esterilidad del medio. La columna n° 12 no contiene
antifangico pero debe tener la misma concentracion de disolvente que los pocillos.

Las placas se inoculan a 35°C durante 24 horas (71,82).

2.8.5 Control de pureza del cultivo

Es conveniente hacer un control del indculo utilizado; para ello se siembran 10 pL
del pocillo control (n°12) en una placa de CHROMagar® y a las 24 horas se
cuentan las UFC. De esta forma se controla la pureza, densidad del cultivo y se

comprueba la identificacion de la cepa (71,82).

2.8.6 Puntos de corte de la sensibilidad de Candida spp. frente al FLC

En la tabla 6 se reportan los puntos de corte establecidos por el CLSI en el
documento M27-S4 para especies del género Candida frente al Fluconazol,

principal antifangico utilizado en el tratamiento de la micosis.
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Tabla 6. Puntos de corte del Fluconazol para especies de Candida sp.

Fuente: (71).

Agente Especies MIC - rango ( pg/mL)
antifangico S SDD R
C. albicans <2 4 =8
C. glabrata - <32 >64
Fluconazol C.krusei - - -
C. parapsilosis <2 4 =8
C. tropicalis <2 4 >8
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Los cuatro compuestos Triazolicos tienen un elevado efecto antifingico
frente a levaduras de importancia clinica como Candida sp. en comparacion
con el Fluconazol, el antifingico que mas se utiliza como parte de

tratamiento de este tipo de enfermedades?

3.2TIPO DE ESTUDIO

Este es un estudio experimental — observacional cuantitativo, donde se estudiara
la susceptibilidad in vitro de cuatro nuevos antifingicos de la naturaleza quimica de
los triazoles, sobre las siguientes especies ATCC de levaduras pertenecientes al
género Candida: albicans, glabrata, parapsilosis, y krusei.

3.3UNIVERSO

Esta conformado por levaduras del genero Candida spp. donde comprende mas

de 190 especies.

3.4 MUESTRA

Las muestras empleadas en este estudio no fueron sacadas de un analisis
estadistico, se escogio ciertas cepas de manera de conveniencia ya por estudios
previos y por lo que son cepas de referencia, certificadas ATCC, lo cual cada cepa
presentan ciertas caracteristicas genotipicas propias de cada levadura, y se le han
realizado convenientes pruebas como: Morfolégicas, Bioquimicas, Moleculares,
para su identificacion. Las cepas ATCC empleadas son de importancia clinica, ya
gue fueron aisladas de pacientes que presentaban infecciones fangicas por
Candida.

- Candida albicans ATCC 10231: Aislada de un paciente con broncomicosis.

- Candida albicans ATCC 90028: Aislada de un paciente con candidemia
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- Candida glabrata ATCC 26512: Aislada de la placenta de una paciente que
presentaba abortos.

- Candida krusei ATCC 6258 Aislada del esputo de un paciente que
presentaba broncomicosis.

- Candida parapsilosis ATCC 22019: Aislada de un bebé que presentaba

enfermedad celiaca.

Tabla 7. Cepas de Candida ATCC a evaluar in vitro. (Ver anexo).
Fuente: Pastrana Cristian, 2018.

Cepa Cddigo Empleada
Candida albicans ATCC 90028 Pruebas de susceptibilidad in vitro
Candida albicans ATCC 10231 Pruebas de susceptibilidad in vitro
Candida parapsilosis ATCC 22019 Pruebas de susceptibilidad in vitro
Candida krusei ATCC 6258 Pruebas de susceptibilidad in vitro
Candida glabrata ATCC 26512 Pruebas de susceptibilidad in vitro

Los cuatro triazoles a los que se evaluaron su actividad antifangica
(Tetrahidrofuranosyl-  1,2,3 — triazol) fueron sintetizados en el Centro de
Investigacion en Quimica Sustentable (CIQS) a cargo del Dr. Erick Cuevas Yariez
de la Universidad Autbnoma del estado de México, el Dr. Bayardo Velasco Montejo
de la Universidad Autonoma de México, junto con el Centro de Investigacion en
Ciencias Médicas (CICMED) a cargo del Dr. Hugo Mendieta Zeron de la
Universidad Autdbnoma del Estado de Méxicom, con el apoyo del Dr. Cristian Layton
Tovar, estudiante del programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico de la
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, pertenecientes al semillero ECZA en
el afio 2014, donde realiz6 su pasantia en el Centro de Investigacion de Quimica

Sustentable de la UAEMex por medio de la Asociacion Cientifica Latina ASCILA.

Se realiz6 la evaluacion de la sensibilidad de los cuatro triazoles con el objetivo de
determinar si poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de las cepas de

Candida ATCC mencionadas anteriormente por el método M27-S4 del CLSI del
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2012, y conocer la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las cepas. Para
realizar la comparacion de los cuatro triazoles nuevos, se empleé como antifingico
de control el Fluconazol que es el antifungico con mayor distribucion comercial e
implementacion para la micosis desarrollada por Candida. En la figura 13 se
muestran la estructura quimica de los cuatro nuevos .triazoles y en la Imagen 1 los

cuatro compuestos triazélicos empleados en este proyecto.

Imagen 1. Los cuatro compuestos triazélicos Antifingicos sintetizados en el laboratorio de Quimica
Organica por el Dr. Cristian Layton Tovar, Dr. Erick Cuevas Yafiez, Dr. Bayardo Velasco Montejo y
el Dr. Hugo Mendieta Zerdn, en el Centro de Investigacion en Quimica Sustentable (CIQS).
Fuente: Pastrana Cristian, 2018
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Figura 13. Antifingicos sintetizados en el laboratorio de Quimica Orgéanica por el Dr. Cristian Layton

Tovar, Dr. Erick Cuevas Yariez, Dr. Bayardo Velasco Montejo y el Dr. Hugo Mendieta Zeron, en el Centro

Conjunto de Investigacion en Quimica Sustentable (CCIQS) y Centro de Investigacion en Ciencias
Médicas (CICMED) de la Universidad Autonoma del Estado de México (UAEM).
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Los triazoles poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de ciertas especies de

levaduras del género Candida, si los cuatro compuestos triazolicos a evaluar son

sometidos a la metodologia propuesto por el CLSI M27-S4 en las pruebas de

susceptibilidad in vitro por microdilucién, al ser derivados de la familia de los

triazoles deberan actuar como antifingicos e inhibir el crecimiento micolégico bajo

condiciones determinadas.
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3.6 VARIABLES

3.6.1 Variable independiente

Cuatro antifungicos triazolicos sintetizados en el CIQS y en el CICMED de la
UAEM.

3.6.2 Variable dependiente

Las perfiles de susceptibilidad de las cinco especies del género Candida
ATCC, (Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapsilosis), y sus concentraciones minimas inhibitorias frentes a los cuatro
compuestos triazdlicos.

3.6.3 Indicadores

Prueba de susceptibilidad y determinacion de la concentracion minima

inhibitoria.

3.7MATERIALES

- Medio RPMI 1640, con Acido Morfolino Propano Sulfénico (MOPS).
- Dimetil sulfoxido (DMSO).

- Microplacas de poliestireno de 96 pocillos

- Fluconazol (Flucobay) Bayer®.

- Solucion salina 0.85%.

- Agua esterilizada.

- Tubos.

- Asas estériles.

- Medio Agar Sabouraud.

- Medio CHROMagar® Candida.
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4. PROCESAMIENTO

4.1Medio RPMI 1640

Se empleo el medio de cultivo RPMI 1640 para evaluar la susceptibilidad in vitro de
las cepas de Candida ATCC frente a los cuatro compuestos triazolicos, este es un
medio sintético con glutamina y sin bicarbonato sédico (LONZA®), tamponado con
Acido Morfolino Propano Sulfénico (MOPS) 0,164M (LONZA®), con un pH 7 + 0,1,
0,2 % de glucosa y como indicador el rojo de fenol, donde el medio de cultivo
contiene todos los factores nutricionales para el desarrollo metabdlico de la
levadura. (Ver ANEXO 1, 2 e Imagen 1)

Imagen 2. Medio RPMI 1640 LONZA®.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018.
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4.2 Preparacion del indculo

Inoculo de las cepas de Candida ATCC:

1. El inoculo de cada cepa de Candida ATCC se prepar6 tocando con el asa
estéril de cultivo 5 colonias 2 1 mm y de un cultivo de 48 horas de crecimiento
en medio de agar sabouraud. (Ver ANEXO 3)

2. Cada cepa de Candida ATCC se resuspendio en un tubo con solucion salina al
0.85%, previamente rotulado, se mezclé por 15 segundos en un vértex hasta
gue tuviera una apariencia homogénea y sin grumos.

3. Se ajustd a 0,5 en la escala de McFarland con un nefelémetro. Esta solucion
tiene una concentracién aproximada de 1x10° — 5x10° UFC/mL. (ver imagen 1)

4. Posteriormente se realizé una dilucién 1:1000 con medio RPMI 1640 LONZA®
(concentracién de 1x10°-5x10° UFC/mL), y se mezclé por 5 segundos en un
vortez. Esta Ultima dilucion es la que se utilizé para inocular en las microplacas

con el antifangico.

Imagen 3. Escala 0,5 McFarland de las cepas de Candida ATCC
Fuente: Pastrana Cristian, 2018.
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4.3Preparacioén de la solucién madre y diluciones de los cuatro
compuestos antifungicos en las microplacas

Los cuatro nuevos triazoles evaluados son insolubles en agua por lo que se siguid
la metodologia del CLSI documento M27-S4, para antifungicos insolubles en agua,
utilizando Dimetil sulféxido (DMSO) como disolvente (71). Se siguieron los

siguientes pasos:

1. La solucion madre se prepard pesando 0.016 g de polvo de cada antifingico
y se diluyeron con 10 mL de DMSO para obtener una concentracion de 1600
ug/mL. A continuacion se realizaron diluciones dobles seriadas segun la
metodologia del CLSI, como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Diluciones de los antifingicos insolubles en agua, diluyente DMSO.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018.

Tubo Concentracion Transferir A un tubo con Concentracion final | Tubo
N°2 1600 pg/mL 500 pL 500 uL de DMSO 800 ug/mL N°3
N°3 800 pg/mL 500 pL 500 pL de DMSO 400 pg/mL N°4
N°4 400 pg/mL 500 pL 500uL de DMSO 200 mL N°5
N°5 200 pg/mL 500 pL 500 pL de DMSO 100 pg/mL N°6
N°6 100 pg/mL 500 pL 500 pL de DMSO 50 pg/mL N°7
N°7 50 pg/mL 500 pL 500 pL de DMSO 25 pg/mL N°8
N°8 25 pg/mL 500 pL 500 pL de DMSO 12,5 pg/mL N°9
N°9 12,5 pg/mL 500 pL 500 pL de DMSO 6,25 pg/mL N°10
N°10 6,25 pg/mL 500 pL 500 pyL de DMSO 3,12 pg/mL N°11

2. Seguidamente se realiz6 una dilucién 1/50 tomando 100 L de cada tubo y

se transfiri6 a otro tubo que contenia 4,9 mL de RPMI

1640 LONZA®;

posteriormente se inocul6 100 pL de cada tubo en las placas de manera
decreciente, es decir, del contenido del tubo n°2 se tomaron 100 pL y se llenaron
los pocillos de la columna n°2 (2A-2H), y asi hasta el tubo n°11. Los pocillos de la

columna n°1 se llenaron con 100 pL de RPMI (control de esterilidad) y los pocillos
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de la columna n°12 se llenaron con 100 L de disolucion entre el medio RPMI 1640
(4,9mL) mas DMSO (100 pL) (control de crecimiento de la cepa). Se tenia por cada
antifangico a evaluar una microplaca. En la figura 14 se muestra el método de
micro dilucion en microplaca para la evaluacién de la susceptibilidad de los

antifangicos insolubles en agua, de la CLSI documento M27-S4 del 2012.
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Concentracion final de los Compuestos triazolicos (A, B, C, D) despues de inocular la cepa de Candida ATCC
16 pg/mL - 0,03 pg/mL.

Figura 14. Esquema del método Microplaca de la CLSI documento M27 — S4, para
antifingicos insolubles en agua, diluyente dimetil sulféxido (DMSO).
Fuente: Pastrana Cristian, 2018.
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4.4Preparacion de la solucién madre y las diluciones seriadas del
Fluconazol en las microplacas.

El antifungico que se empleé como control y comparacién contra los cuatro
compuestos triaizolicos fue el Fluconazol, precedente de la casa comercial
BAYER® con nombre comercial Flucobay® con una pureza del 82.4% (Ver imagen
2 e ANEXO 4y 5).

Para preparar la solucion stock (1280 pg/mL), primero se peso6 0,016 g de polvo de
Flucobay® de la casa comercial Bayer®, y se disolvi6 en 12,5 mL de agua
destilada estéril, para obtener una concentracién de 1280 pg/mL (la cantidad
suficiente de polvo para obtener una concentracion 10 veces superior a la
concentracion mas alta del antifingico), ya que las concentraciones a ensayar son

comprendidas entre 64 ug/mL y 0,12 pg/mL.

Imagen 4. Fluconazol.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018

Se realizé el método de las diluciones dobles seriadas como se muestran en la
Tabla 9, como se indica en el documento M27 S4 de la CLSI, a partir de la
solucion madre (1280 pg/mL), se prepara la serie de diluciones utilizando como
diluyente el medio RPMI 1640 LONZA®.
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Tabla 9. Diluciones de antifungicos solubles en agua (FLUCONAZOL), diluyente
medio RPMI 1640.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018

Tubo Concentracion Transferir A un tubo con Concentracion final | Tubo
N°1 1280 pg/mL 500 uL | 500 pL RPMI 1640 640 pg/mL N°2
N°2 640 pg/mL 500 pL | 500 pL RPMI 1640 320 pg/mL N°3
N°3 320 pg/mL 500 pL | 500 pL RPMI 1640 160 mL N°4
N°4 160 pg/mL 500 uL | 500 pL RPMI 1640 80 pg/mL N°5
N°5 80 pg/mL 500 pL | 500 pL RPMI 1640 40 pg/mL N°6
N°6 40 pg/mL 500 puL | 500 pL RPMI 1640 20 pg/mL N°7
N°7 20 pg/mL 500 uL | 500 pL RPMI 1640 10 pg/mL N°8
N°8 10 pg/mL 500 pL | 500 pL RPMI 1640 5 pg/mL N°9
N°9 5 pg/mL 500 puL | 500 pL RPMI 1640 2,5 pg/mL N°10
N°10 2,5 pg/mL 500 uL | 500 pL RPMI 1640 1,25 pg/mL N°11

Se utilizaron los tubos N°2 al N°11 ya que son las concentraciones 10 veces
superior a la concentracion final deseada que se emple6 en la microplaca. Al
terminar las diluciones todos los tubos contenian 1 mL, excepto el tubo N°2 con 2

mL, de este Ultimo se desechd 1 ml.

Seguidamente se realizé una dilucion 1/5, afiadiendo a todos los tubos 2,5 mL de
medio RPMI 1640 LONZA®, donde las concentracién del Fluconazol quedo de 128
pug/mL a 0,25 pug/mL, posteriormente se inoculé 100 pL de cada tubo en las placas
de manera decreciente, es decir, del contenido del tubo n°2 se tomaron 100 pyL y se
llenaron los pocillos de la columna n°2 (2A-2H), y asi hasta el tubo n°11. Los
pocillos de la columna n°1 se llenaron con 100 pL de RPMI 1640 LONZA® (control
de esterilidad) y los pocillos de la columna n°12 se llenaron con 100 pL de medio
RPMI 1640 LONZA® (control de crecimiento de la cepa).
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En la Figura 15 se muestra el esquema del proceso de las diluciones seriadas del
Fluconazol y el método para la evaluacion de la susceptibilidad en microplaca de la
CLSI documento M27 — S4 del 2012.

640 pg/mL 320 pg/ml 160 pg/mL 80 pg/mL 40 pg/mL 20 pg/mL 10 pg/imL 5 pg/mL 2.5 pg/mL 1.25 pg/mL
500 pL
o
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Concentracion final del Fluconazol despues de inocular la cepa de Candida ATCC,
64 pL/mL - 0,12 pL/mL

Figura 15. Esquema del método Microplaca de la CLSI documento M27 — S4, para
antifiingicos solubles en agua.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018.
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4.5Incubacion, Interpretacién y Lectura de las microplacas

Se tomo la micro placa con el antifingico ya con las previas diluciones como se
muestra en item 3.8.3, se rotulo cada microplaca de 96 pocillos con el nombre
respectivo de cada cepa de Candida ATCC, se tomd la suspension de cada
levadura como se indica en el item 3.8.2 y se tomd 100 pyL de cada levadura en
suspension y se inoculé en cada pocillo de la micro placa y se mezclé con cuidado

por 5 segundos en el vortex.

Se cubri6 cada microplaca con una lamina adhesiva, evitando arrugas,

posteriormente se incubaron las micro placas a 37°C durante 24 horas y 48 horas.

Los resultados fueron interpretados cuando el pocillo del control de crecimiento de
la microplaca cambio de color rojo a morado, la lectura se hizo de manera visual,

observandose un color morado claro en los pocillos que hubo crecimiento.

La concentracidbn mas baja de antifangico a la que se produjo cambio de color de
rojo a morado claro, se tomo el anterior pocillo el de concentracion mas alta sin
cambio de color, como la concentracibn minima inhibitoria de cada compuesto
triazolico, donde produce una reduccion aparente del crecimiento de la levadura

(250%), después de 24 horas de incubacion.

En la tabla 10 se destaca diferentes situaciones para la interpretacién de
resultados, tomado del CLSI documento M27-S4 (71).

Tabla 10. Interpretacion de resultados. Fuente: (71).

Concentracién de cada pocillo pg/mL
32| 16 8 4 2 1

SITUACIONA | R R R M M M
SITUACIONB | M M M M M M
SITUACIONC | R R R R R R
SITUACIOND | M M M R M M
SITUACIONE | R R M M R R

R (ROJO): Indicador de crecimiento negativo
M (MORADO): indicador de crecimiento positivo.
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e SITUACION A: Pauta de crecimiento tipica. El punto final de la CMI es 8
pg/Ml.

e SITUACION B: Crecimiento en todos los pocillos, el punto final de la CMI es
> 32 ug/Ml.

e SITUACION C: No hay crecimiento en ningtn pocillo, el punto final de la CMI
es <1 ug/mL.

e SITUACION D: Pocillo saltado. La CMI es > 32 pug/mL. Si se produce mas de
un salto en una columna los resultados de la prueba no son validos.

e SITUACION E: Pocillo saltado doble. La prueba debe repetirse.

4.6Recoleccidn y andlisis de datos

Una vez obtenidos los resultados, se realizdé una tabulacién de los mismos en el
programa informatico Excel, en el cual se representd por medio graficas indicando

la CMI de cada variable.
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5. RESULTADOS

Se utilizaron cinco cepas de levaduras del género Candida ATCC, como se indica
en la tabla 5 y se realizaron las pruebas de susceptibilidad in vitro, bajo la
metodologia descrita anteriormente, cada una de las cepas fueron evaluadas con
los cuatro compuestos triazélicos, del mismo modo con el fluconazol como control.
Las placas se incubaron a 35°C durante 24 horas de acuerdos con los criterios
establecidos por la CLSI donde se recomienda que la lectura se realice a las 48
horas, no obstante a las 24 horas resultados mostraron una buena definicion en la
lectura visual, sin manifestar cambios después de ese tiempo, lo que permite definir
la confiablidad y mejorar la correlacion clinica, se obtuvieron los siguientes

resultados:

En la Fotografia 1 se muestran las diferentes CMI de Candida albicans ATCC
90028 ante los cuatro antifungicos triazélicos mediante el método propuesto por la
CLSI. Frente al Triazol C presento una CMI de 0,125 pg/mL, y al Triazol B una CMI
de 8 ug/mL. En la Grafica 4 se representa la CMI de Candida albicans ATCC 90028

frente a los cuatro triazoles.

Fotografia 1. Susceptibilidad in vitro de Candida albicans ATCC 90028 frente a los cuatro
triazoles en microplaca a las 24 horas.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018.
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Gréfica 4. Concentracion Minima inhibitoria (CMI - pg/mL)) de Candida albicans ATCC
90028 frente a los cuatro compuestos triazolicos.

Fuente: Pastrana Cristian, 2018

En la Fotografia 2 se muestran las diferentes CMI de Candida albicans ATCC
10231 ante los cuatro antifungicos triazélicos mediante el método propuesto por la
CLSI. Frente al Triazol C presento una CMI de 0,25 pg/mL, y al Triazol B una CMI
de 8 ug/mL. En la Grafica 5 se representa la CMI de Candida albicans ATCC 10231

frente a los cuatro triazoles.

Fotografia 2. Susceptibilidad in vitro de Candida albicans ATCC 10231 frente a los cuatro
triazoles en microplaca a las 24 horas.
Fuente: Cristian Pastrana, 2018
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Gréfica 5. Concentracion Minima inhibitoria (CMI - ug/mL)) de Candida albicans ATCC
10231 frente a los cuatro compuestos triazolicos.
Fuente: Cristian Pastrana, 2018

En la Fotografia 3 se muestran las diferentes CMI de Candida glabrata ATCC
26512 ante los cuatro antifungicos triazolicos mediante el método propuesto por la
CLSI. Frente al Triazol C presento una CMI de 0,125 pg/mL, y al Triazol B una CMI
de 4 pg/mL. En la Gréfica 6 se representa la CMI de Candida glabrata ATCC

26512 frente a los cuatro triazoles.

Fotografia 3. . Susceptibilidad in vitro de Candida glabrata ATCC 26512 frente a los cuatro
triazoles en microplaca a las 24 horas.
Fuente: Cristian Pastrana, 2018
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Gréfica 6. Concentracion Minima inhibitoria (CMI - pg/mL)) de Candida glabrata ATCC
26512 frente a los cuatro compuestos triazolicos.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018

En la Fotografia 4 se muestran las diferentes CMI de Candida krusei ATCC 6258
ante los cuatro antifingicos triazolicos mediante el método propuesto por la CLSI.
Frente al Triazol C presento una CMI de 1 pug/mL, y al Triazol B una CMI de 16
pg/mL. En la Gréfica 7 se representa la CMI de Candida krusei ATCC 6258 frente

a los triazoles.

Fotografia 4. Susceptibilidad in vitro de Candida krusei ATCC 6258 frente a los cuatro
triazoles en microplaca a las 24 horas.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018
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Gréfica 7. Concentracion Minima inhibitoria (CMI - pg/mL)) de Candida krusei ATCC 6258
frente a los cuatro compuestos triazolicos.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018

En la Fotografia 5 se muestran las diferentes CMI de Candida parapsilosis ATCC
22019 ante los cuatro antifungicos triazolicos mediante el método propuesto por la
CLSI. Frente al Triazol Ay C presento una CMI de 0,125 pg/mL, y al Triazol B una
CMI de 5 pg/mL. En la Gréfica 8 se representa la CMI de Candida parapsilosis
ATCC 22019 frente a los triazoles.

Fotografia 5. Susceptibilidad in vitro de Candida parapsilosis ATCC 22019 frente a los
cuatro triazoles en microplaca a las 24 horas.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018
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Gréfica 8. Concentracion Minima inhibitoria (CMI - pg/mL) de Candida parapsilosis ATCC
22019 frente a los cuatro compuestos triazolicos.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018

En la Fotografia 6 y 7 se muestran las diferentes CMI de Candida albicans ATCC
90028 (16 pg/mL), Candida albicans ATCC 10231 (16 pg/mL), Candida glabrata
ATCC 26512 (8 pg/mL), Candida krusei ATCC 6258 (0 pg/mL), Candida
parapsilosis ATCC 22019 (2 pg/mL), frente al Fluconazol mediante el método
propuesto por la CLSI. En la Grafica 9 se representa graficamente la CMI de las

cepas de Candida ATCC frente al Fluconazol.
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Fotografia 6. Susceptibilidad in vitro de Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans
ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 26512 y Candida krusei ATCC 6258 frente al
Fluconazol a las 24 horas.

Fuente: Pastrana Cristian, 2018.

Fotografia 7. Susceptibilidad in vitro de Candida parapsilosis ATCC 22019 frente al
Fluconazol a las 24 horas.
Fuente: Pastrana Cristian, 2018.
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Gréfica 9. Concentracion Minima inhibitoria (CMI - ug/mL) de las cepas de Candida ATCC

frente al Fluconazol.

Fuente: Pastrana Cristian, 2018

En la gréfica 10 se muestra las diferentes CMI” obtenidas mediante el método de

microdilucion en microplaca del CLSI documento M27-S4 del 2012 de cada una de

las especies de Candida ATCC, ante los cuatro compuestos triazolicos y el FLC.

65




CMI ( pg/mL)

18

16

14

12

10

(o]

(o)}

N

N

Comparacién de las CMI’s entres los cuatro compuestos
triazolicos vs Fluconazol

Candida albicans Candida albicans Candida glabrata Candida krusei Candida
ATCC 10231 ATCC 90028 ATCC 26512 ATCC 6258 parapsilosis
ATCC 22019

m Triazol A
= Triazol B
E Triazol C
m Triazol D

® Fluconazol

Gréfica 10. Comparacion de las CMI’s entre los cuatro compuestos triazolicos y el Fluconazol.

Fuente: Pastrana Cristian, 2018.

En la tabla 11 se reportan las CMI de cada especie de las levaduras del género

Candida, ante los cuatro compuestos triazélicos y del control Fluconazol, lo cual

nos indica que el antifingico Fluconazol esta dentro de los estdndares de CMI

aceptables por el CLSI, documento M27 — S4.
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Tabla 11.CMI’s de las cepas de Candida ATCC.

Fuente: Pastrana Cristian, 2018

Cepa ATCC
Antifungico

Candida Candida Candida Candida Candida

albicans ATCC | albicans ATCC glabrata krusei parapsilosis

10231 90028 ATCC 26512 ATCC 6258 ATCC 22019

Triazol A 0,5 pug/mL 0,5 pug/mL 0,5 pug/mL 2 ug/mL 0,125 pg/mL

Triazol B 8 ug/mL 8 ug/mL 4 pg/mL 16 ug/mL 0,5 ug/mL

Triazol C 0,25 pg/mL | 0,125 pg/mL | 0,125 pg/mL 1 pg/mL 0,125 pg/mL

Triazol D 2 ug/mL 1 pg/mL 0,25 pg/mL 2 pg/mL 0,25 pg/mL
FLUCONAZOL 16 pg/mL 16 pg/mL 8 ug/mL 0 ug/mL 2 ug/mL

En la tabla 12 se reporta los criterios de susceptibilidad, la sensibilidad (S), la

sensibilidad dependiente de la dosis (SDD) y la resistencia (R), de cada una de las

cepas de Candida ATCC, de acuerdo a las CMI’'s de cada especie de levaduras

frente a cada compuesto triazolico.

Tabla 12. Criterios de susceptibilidad de las cepas de Candida ATCC frente a los cuatro
compuestos triazélicos. Fuente: Pastrana Cristian, 2018.

. Agentes Rango de CMI (ug/mL)
Especies antifingicos S SDD R
TRIAZOL A <0,5 1 =2
, . TRIAZOL B <8 16 232
Candida albicans ATCC 90028 TRIAZOL C <0.125 0.25-05 >1
TRIAZOL D <1 2 >4
TRIAZOL A <05 1 >2
TRIAZOL B <8 16 232
Candida albicans ATCC 10231
e TRIAZOL C <025 | 05-1 >2
TRIAZOL D <2 4 >8
TRIAZOL A <0,5 1.-2 >4
. TRIAZOL B <4 8 =16
| AT 26512
Candida glabrata ATCC 265 TRIAZOL C <0125 025.1 >
TRIAZOL D <1 2 >4
TRIAZOL A <2 4 >8
< >
Candida krusei ATCC 6258 TRIAZOL B =16 32 2 64
TRIAZOL C <1 2 >4
TRIAZOL D <2 4 >8
TRIAZOL A <0,125 0,25-0,5 >1
. o TRIAZOL B <0,5 1 =2
[ ATCC 2201
Candida parapsilosis ATCC 22019 TRIAZOL C <0125 02505 51
TRIAZOL D <0,25 05-1 >2
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6. DISCUSION

Con los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad in vitro en
microplaca para las distintas especies de Candida ATCC, se puede observar que el
comportamiento es caracteristico en cada especie para cada uno de los
compuestos problema comparados con el Fluconazol como control, el cual cumplio
con los rangos de CMI para estas especies de Candida, aplicando la metodologia
propuesta por la CLSI del documento M27 - S4 y poder asi predecir el
comportamiento de estas nuevas moléculas en desarrollo, precediendo que el
disefio de su sintesis por medio de la técnica click chemestry, va por buen camino
ya que se puede apreciar notoriamente que el compuesto A, Cy D, poseen buena
actividad antifangica en las especies de Candida ATCC, y en comparacion al

Fluconazol.

Los compuestos triazolicos A, C y D presentaron buenos resultados de CMI en
comparacion con el compuesto D evaluado, ya que, en las cinco especies de
Candida estudiadas las CMI’s se encontraron dentro de los rangos de sensibilidad

establecidos por el CLSI.

Al comparar los compuestos A, C y D en su efectiva inhibitoria frente el
Fluconazol, el mejor de estos compuestos fue el C, ya que presentaba CMI's muy
debajo al Fluconazol, sin embargo el compuesto A y D presento CMI's mas
elevadas que el compuesto C, su efectividad de inhibicion fue muy buena ya que
en comparaciéon con el Fluconazol su CMI's eran mas bajas. Lo que indica que
estos compuestos pueden llegar a ser tan bueno como un antimicético comercial
aplicandolos a una correcta dosis terapéutica, no sin antes haber hecho estudios

previos de toxicidad, farmacodinamia y farmacocinética.

Los compuestos A, C y D al ser de la familia de los triazoles presentan cierta
similitud con el Fluconazol en su estructura, es interesante saber que estas
moléculas presentan dentro de sus grupos funcionales la presencia de un halégeno
como lo es en este caso el Cloro (Cl), segin Gregory Valdés y colaboradores

(2005) (10), debido a esto, se podria plantear un posible mecanismo para estos
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compuestos, su accion antifiungica sera semejante a la de los triazoles, inhibiendo
la sintesis del ergoesterol, liberando el halégeno y estableciendo punto de
reconocimiento sobre la membrana celular de la levadura, aumentando la

permeabilidad de esta y ocasionando la muerte celular.

Segun Carrillo Mufioz y colaboradores (2001) (68), durante la revision de la
actividad biolégica de nuevas estructuras describe que el hallazgo de nuevas
moléculas antifingicas requiere un conocimiento exhaustivo de las dianas
potenciales para minimizar el riesgo de tanto efectos adversos como es la
resistencia. La ausencia de actividad de dichas moléculas estaria explicada por

falta de sitios diana en las células o la expulsion del antifangico.

Con base a los estudios reportados por Quindés y colaboradores (2014) (52), a
pesar que Candida albicans sigue siendo la especie con mayor incidencia clinica
del genero Candida, se ha venido cambiando la epidemiologia clinica de
candidiasis invasiva donde muestran un incremento causadas por especies no
albicans, existiendo poco datos de la eficacia de los farmacos antifungicos
disponibles frente a Candida no albicans, ademas estas especies tienen en comun
su particular perfil de sensibilidad antifingica ya que la mayoria de ellas son
resistentes o muestran una baja sensibilidad frente a los antifingicos, dato que se
confirm6 en este estudio con Candida krusei y Candida glabrata al evaluar su
sensibilidad in vitro ante el Fluconazol y con base a lo expuesto anteriormente se
considerd interesante llevar a cabo estudio experimentales para evaluar la actividad
in vitro de cuatro compuestos triazolicos ante C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata
ya que estas especies han reportado mayor presencia en infecciones por Candida,
presentando con éxito una baja susceptibilidad ante estas cepas, tomando como
alternativas para el tratamiento de infecciones por hongos y contribuir al control de

la resistencia microbiana.

En el desarrollo de métodos estandarizados constituyen un gran avance en la
terapia de infecciones fungicas sobre todo aquellas que comprometen la vida de un
paciente, es necesario seguir a detalle la metodologia propuesta por el método
estandarizado por la CLSI, ya que muchas veces en esta prueba puede verse

69



afectada la determinaciéon de una correcta CMI por variables como el tiempo y la
temperatura de incubacion, medio de cultivo adecuado donde en este caso es el
RPMI 1640 con MOPS, tamafio del inoculo, implementos de trabajo estériles y

areas de trabajo desinfectadas.
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7. CONCLUSIONES

Al realizar el ensayo in vitro de la evaluacion de la susceptibilidad de las cepas de
Candida ATCC frente a los cuatro compuestos triazélicos por medio de la técnica
estandarizada de microdilucion en microplaca por la CLSI documento M27-S4,
presentaron una sensibilidad in vitro alta frente a los compuestos triazolicos A, B,

C, D, obteniendo valores de concentracidn minima inhibitoria en rangos muy bajos.

Candida parapsilosis ATCC 22019 fue la cepa que presento mejor susceptibilidad
frente a los compuestos triazolicos A, B, C, D, con CMI’s més bajas ante las demas
cepas de Candida ATCC.

Los cuatro compuestos triazdlicos A, B, C, D, presentaron una sensibilidad in vitro
mas efectiva y puntos de corte de sensibilidad bajos en comparacion con el

Fluconazol.

El compuesto triazélico C, fue el triazol que mejor presento actividad antimicética in

vitro frente a las cinco cepas de Candida ATCC.

La técnica microdilucion en microplaca establecido por la CLSI documento M27-S4
para evaluar la susceptibilidad in vitro en medio RPMI 1640 de levaduras frente a
antifingicos, demostré ser un método eficaz para la determinacién de la
sensibilidad in vitro de los cuatro compuestos triazolicos, representado una gran
importancia en el area de la salud, por el desarrollo de nuevas alternativas
farmacologicas para el tratamiento de enfermedades micoticas especialmente por
Candida spp. ya que es la levadura mas aislada en los casos clinicos y asi

disminuir la tasa de incidencia por infecciones micoticas.
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8. RECOMENDACIONES

A pesar que estos cuatro compuestos triazélicos demostraron buena actividad
antifangica in vitro frente a las cepas de Candida ATCC, adn no se pueden ser
utilizados en la terapia antifangica, por lo que se sugiere llevar a cabo estudios in
vivo orientados a determinar la toxicidad, farmacodinamia, farmacocinética de los
compuestos para determinar si son aptos para el uso clinico como agentes

terapéuticos.
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9. ANEXOS

9.1ANEXO 1 METODO DE REFERENCIA PARA DILUCION, ENSAYO DE
SUSCEPTIBILIDAD DE LEVADURAS CON ANTIFUNGICOS, M27 — S4 DEL
2012, CLSI.

CLINICAL AND
LABORATORY

STANDARDS
INSTITUTE December 2012

Reference Method for Broth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts;
Fourth Informational Supplement

This document provides updated tables for the CLSI
antimicrobial susceptibility testing standard M27-A3.

An informational supplement for global application developed through the Clinical and Laboratory Standards Institute

CONSENSUS process.




9.2 ANEXO 2. CERTIFICADO DE ANALISIS DEL MEDIO RPMI 1640 CON L-
GLUTAMINA SIN BICARBONATO DE SODIO

Lonza Verviers SPRL

Parc Industriel Lo nza
de Petit-Rechain

B-4800 Verviers, Belgium

Tel +32 87 32 16 11

Fax +32 87 35 1967

VAT No: BE463 156 786

RPM: Verviers — Bruxelles

Printed on, 16-Feb-2018 17:02 Page 1/ 1

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Code: BE12-702F Lot Number: 7MB139
Product: RPMI 1640 w/ L-Glutamine Manufacture Date: 08-Sep-2017

500ml Expiration Date: 08-Sep-2019
TEST (Method) SPECIFICATIONS

Min. Max. Results

pH @ 20-25°C (EP) 6.90 7.30 7.03
Osmolality (mOsm/kg) 271 295 282
Endotoxin i </=1.000 <0.010 EUmI
Sterility (EP and USP) Negative Negztive Negative

This preduct was manufactured aseptically according to the requirements
of 1S0O8001 using a validated sterile filtration method and tested where
appropriate using EP methodology or approved alfernative methods

This product i1s intended for research use only.

It is the end user#s rasponsibility to ensure that the final product

meets the requirements of the application for which it is fo be used.

Test results are determined using Lonza#s cumently approved protocols.
This product is manufactured using exclusively raw material of non-
animal origin based on our supplier declaration on file in our quality
system.

This lot has been reviewed by Quality Assurance in compliance with requirements of Lonza's Quality System.
This document was generated from a validated Part 11-compliant electronic system and thus handwritten signatures are not required.

For Technical Assistance, call +32 87 32 16 11 E- Mail: techsup.europe@lonza.com
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9.3 ANEXO 3. COMPONENTES Y FORMULACION DEL MEDIO RPMI 1640 CON
L-GLUTAMINA Y SIN BICARBONATO DE SODIO

RPMI| w/o Sodium

04-525

LONZQ

Bicarbonate
Molarity
Description CAS # Chemical Formula mM uM

Sodium Chloride 7647-14-5 [NaCl 6.000 6.000E+Q03]| 102.669 | 1.027E+05
L-Glutamine 56-85-9 C5H10N203 0.300 300.000 2.053 2.053E+03
MOPS CELL CULTURE GRADE FREE ACID 1132-61-2 |C7TH15NO4S 34.535 |3.453E+04| 165.000 | 1.650E+05
Ca(NO3)2.4H20 13477-34-4 |Ca(NO3)2, 4H20 0.100 100.000 0.423 423.460
Choline Chloride 67-48-1 HOCH2CH2N(CH3)3ClI 3.000E-03 3.000 |[2.149E-02| 21.485
D-Biotin (Vitamin H) (00129) 58-85-5 |C10H1BN203S 2.000E-04 0.200 |8.187E-04| 0.819
D-Calcium Pantothenate (Vitamin B5) 137-08-6 |C18H32CaN2010 2.500E-04 0.250 |5.246E-04| 0525
D-Glucose anhydrous 50-99-7 C6H1208 2.000 2.000E+03] 11.101 | 1.110E+04
Folic Acid 59-30-3  |C19H19N706 1.000E-03 1.000 |2.266E-03| 2.266
Glutathione Reduced 70-18-8  |C10H17N306S 1.000E-03 1.000 | 3.254E-03| 3.254
Glycine 56-40-6 HO2CCH2NH2 1.000E-02 10.000 0.133 133.209
Potassium Chloride T7447-40-7 [KCI 0.400 400.000 5.366 5.366E+03
L-Arginine Hydrochloride (00095) 1119-34-2  |CBH14N402 « HCI 0.242 241.860 1.148 1.148E+03
L-Asparagine Monohydrate 5794-13-8 |NH2COCH2CH(NH2)COOH « H20 5.681E-02 | 56.810 0.378 378.405
L-Aspartic Acid 56-84-8 HO2CCH(NH2)CH2CO2H 2.000E-02 | 20.000 0.150 150.263
L-Cysteine Monohydrochloride Monohydrate 7048-04-6 |C3HVNO2S « HCI » H20 6.519E-02 | 65.190 0.371 371.241
L-Glutamic Acid 56-86-0 C5HONO4 2.000E-02 | 20.000 0.136 135.962
L-Histidine Monohydrochloride Monohydrate 5934-29-2 |CBHON302 « HCI » H20 2.027E-02 20.270 | 9.671E-02 96.708
L-Hydroxyproline 51-35-4 C5H9NO3 2.000E-02 20.000 0.153 152.520
L-Isoleucine 73-32-5 HO2CCH(NH2)CH(CH3)CH2CH3 5.000E-02 50.000 0.381 381.185
L-Leucine 61-90-5 HO2CCH(NH2)CH2CH(CH3)2 5.000E-02 50.000 0.381 381.185
L-Lysine Monohydrochloride 657-27-2 CBH14N202 « HCI 4.000E-02 40.000 0.219 218.998
L-Methionine 63-68-3 HO2CCH(NH2)CH2CH2SCH3 1.500E-02 | 15.000 0.101 100.536
L-Phenylalanine 63-91-2 HO2CCH(NH2)CH2C6H5 1.500E-02 | 15.000 |9.080E-02| 90.805
L-Proline 147-85-3 |C5HONO2 2.000E-02 20.000 0.174 173.717
L-Serine 56-45-1 HO2CCH(NH2)CH20H 3.000E-02 30.000 0.285 285.442
L-Threonine 72-19-5 HO2CCH(NH2)CH(OH)CH3 2.000E-02 20.000 0.168 167.898
L-Tryptophane 73-22-3 C11H12N202 5.000E-03 5.000 2.448E-02( 24.482
L-Tyrosine Disodium Salt, Dihydrate 122666-78-9 |COHONO3Na2 « 2H20 2.883E-02 28.830 0.110 110.379
L-Valine 72-18-4  |HO2CCH(NH2)CH(CH3)2 2.000E-02 | 20.000 0.171 170.794
Magnesium Sulfate Anhydrous 7487-88-9 |MgS0O4 4.883E-02 | 48830 0.406 405.666
Myo-Inositol 87-89-8  (CBH1206 3.500E-02 | 35.000 0.194 194.272
Sodium Phosphate Monobasic, Anhydrous 7558-80-7 |NaH2PO4 0.800 800,490 6.671 6.671E+03
Niacinamide (Nicotinamide) 98-92-0  [CBHBN20O 1.000E-03 1.000 | 8.189E-03| 8.189
P-Aminobenzoic Acid 150-13-0  |CTH7NO2 1.000E-03 1.000 | 7.292E-03| 7.292
Phenol Red 34487-61-1 [C19H14058 5.100E-03 5.100 1.355E-02 13.549
Pyridoxine Monohydrochloride 58-56-0 C8H11NO3 1.000E-03 1.000 4.864E-03 4.864
Riboflavin (Vitamin B2) 83-88-5 C17H20N406 2.000E-04 0.200 5.314E-04 0.531
Thiamine Monchydrochloride (Vitamin B1) 67-03-8 C12H18N40SCI2 1.000E-03 1.000 2.965E-03 2.965
Cyanocobalamin (Vitamin B12) 68-19-9 CB3H88CoN14014P 5.000E-06 | 5.000E-03 | 3.689E-06 | 3.689E-03
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9.4 ANEXO 4. FOTOS DE LAS CEPAS DE CANDIDA ATCC EN MEDIO
SABOURAUD.

Candida albicans ATCC 10231 en Candida albicans ATCC 90028 en
medio Agar Sabouraud. medio Aaar Sabouraud.
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Candida glabrata ATCC 26512 en Candida krusei ATCC 6258 en medio
medio Agar Sabouraud. Agar Sabouraud.




9.5 ANEXO 5. INSERTO DEL FLUCOBAY - BAYER® (FLUCONAZOL).

Candida prapsilosis ATCC 22019 en medio Agar Sabouraud.
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9.6 ANEXO 6. FOTGRAFIAS DEL FLUCOBAY — BAYER® (FLUCONAZOL).







9.7 ANEXO 7. FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTO DE LAS DILUCIONES
LOS TRIAZOLES A, B, C, D.
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9.8 ANEXO 8. RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD EN CROMagar®
DE LAS CEPAS DE CANDIDA ATCC EN LAS MICROPLACAS.

Candida albicans ATCC 10231 en Candida glabrata ATCC 26512 en
medio CROMagar®. medio CROMagar®.
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Candida krusei ATCC 6258 en medio
CROMagar®.
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