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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion se basa en la determinacion de la resistencia y

sensibilidad de Candida al fluconazol, mediante la prueba del antifungigrama, basado en
el método de difusion en disco que propuso la CLSI, el cual permite medir el halo de
inhibicion de la levadura hacia los discos de sensibilidad, con la finalidad de evitar
tratamientos inadecuados. Se realiz6 en muestras de secrecion faringea que fueron

tomadas a pacientes con VIH/SIDA del Hospital Carlos Andrade Marin.

El desarrollo de la tesis esta dividido en cuatro secciones. En el capitulo I consta del
planteamiento del problema, la formulacion del problema, los objetivos y la justificacion
que nos llevo a realizar esta investigacion. En el capitulo 11 abarca el marco tedrico como
las caracteristicas mitoldgicas de la Candida, las formas clinicas de la candidiasis
orofaringea, sus factores predisponentes asi como también el diagnostico del laboratorio,
ademas consta la estructura quimica, usos clinicos y los efectos adversos del fluconazol
y voriconazol. En el capitulo 11l consta de los méetodos de estudio e instrumentos y da a
conocer la poblacion con la que hemos trabajado, el andlisis e interpretacion de los
resultados de investigacion, que fueron 109 pacientes con VIH/SIDA mostrando el 100%
de sensibilidad al fluconazol y voriconazol in vitro. En el capitulo 1V abarca las

recomendaciones y conclusiones.
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ABSTRACT

This study is aimed to determine the resistance and sensitivity of Candida to fluconazole
tested with antifungigrama. This method is based on the disk diffusion proposed by the
CLSI. The procedure measures yeast halo inhibition to discs sensitivity in order to avoid
inappropriate treatment. The test was done with pharyngeal secretion samples taken from
patients with HIV / AIDS who attend Carlos Andrade Marin Hospital.

The development of the thesis is divided into five sections. Chapter I contains the statement
of the problem, objectives and rationale that led us to conduct this research. Chapter II
covers the theoretical framework as mythological characteristics of Candida clinical forms
of oropharyngeal candidiasis, predisposing factors as well as laboratory diagnosis,
comprising the chemical structure is also considered in the study, clinical uses and adverse
effects of fluconazole voriconazole. Chapter III consists of the study methods and
instruments and explains the population who participated as subjects of the study. The
chapter also comprises interpretation of research results from 109 patients with HIV /
AIDS. Results showed 100% sensitivity to fluconazole voriconazole in vitro. Chapter IV

covers the recommendations and conclusions.
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INTRODUCCION

Las infecciones por levaduras del género Candida se han convertido en un grave
problema de la salud ya que constituyen microorganismos oportunistas en pacientes con
VIH/SIDA, por lo que es necesario conocer su comportamiento in vitro. En Colombia,
Gutiérrez y colaboradores, en muestras de orofaringe de 56 pacientes con candidiasis oral
pseudomembranosa con infeccion por VIH/SIDA, encontraron resistencia al fluconazol
del 20,8% para Candida sp. (Gutierrez , de Bedout, & Tobon)

Con el presente trabajo se pretende realizar un estudio de la resistencia y sensibilidad de
Céndida al fluconazol que seré aislada en muestras de secrecion faringea, en pacientes
infectados con VIH/SIDA del Hospital Carlos Andrade Marin, cuyo objetivo es evaluar
mediante la prueba del antifungigrama la respuesta de la levadura hacia a los antifungicos,
en particular al fluconazol que corresponde a la familia de los azolicos, cuya

aproximacion sera un factor predictivo a la eficacia clinica.

Este trabajo de investigacion presenta los siguientes capitulos:

En el capitulo | consta de toda informacidn relacionada con el enfoque del problema que
se va a estudiar, dando a conocer que grupos de pacientes tienen mayor riesgo de adquirir
candidiasis orofaringea, asi como también la importancia de evaluar la resistencia y

sensibilidad de Candida al fluconazol.

En el capitulo Il consta del marco tedrico en la que da a conocer la definicion y
clasificacion del género Candida, las cuatro formas clinicas de la candidiasis orofaringea
como diagnostico de infeccion por levaduras, el diagnéstico del laboratorio donde se
empled la prueba del antifungigrama para la determinacion de la resistencia y sensibilidad
al fluconazol, como ayuda para el tratamiento de las infecciones oportunistas
(Candidiasis).

En el capitulo 111 consta de los métodos, tipo de la investigacion, la poblacién de estudio
que fue de 150 pacientes del Hospital Carlos Andrade Marin, a la cual se aplicé la férmula

para obtener la muestra y el resultado fue 109 pacientes con VIH/SIDA, se empled el



sistema AS-400 y el consentimiento informado para la recoleccion de datos de nuestros
pacientes, ademéas se expone los resultados mediante los datos estadisticos asi como el

analisis e interpretacion de los mismos y la comprobacion de hipétesis

En el capitulo IV consta de las conclusiones, recomendaciones, bibliografia y anexos de
nuestro estudio de investigacion.



CAPITULO |
1. PROBLEMATIZACION
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En paises en condiciones de extrema pobreza, como los del continente africano, donde
se siguen reportando porcentajes significativos de Candida sp, resistente a azoles aisladas
en orofaringe de pacientes con VIH, con informes de Candida albicans resistente a
fluconazol hasta del 9,5%. En Colombia, Gutiérrez y colaboradores, en muestras de
orofaringe de 56 pacientes con candidiasis oral pseudomembranosa con infeccion por
VIH/SIDA, encontraron resistencia al fluconazol del 20,8% para Céandida sp. (Gutierrez
, de Bedout, & Tobon)

El fluconazol fue el primer triazol aprobado por la Food and Drug Administration (FDA)
estadounidense para el tratamiento de las infecciones por Céandida en 1990 con
demostrada eficacia para el tratamiento de las infecciones por levaduras, el uso cronico
de compuestos azolicos, en la prevencion de micosis sistémicas, sobre todo en pacientes
con VIH/SIDA ha llevado a la seleccién de aislados resistentes a esta drogas. (Infante-
Lopez & Rojo-Conejo). Ante la resistencia a este antimic6tico, han surgido nuevas
alternativas terapéuticas, como el voriconazol, compuesto que se presenta como una
posible solucion para el manejo de las especies de Candida resistentes a los azoles de

primera generacion, asi como a otros antimicoticos.

Los pacientes infectados con VIH/SIDA tienen mayor riesgo de adquirir candidiasis,
porque son pacientes inmunodeprimidos, por lo que realizaremos este estudio, con el fin
de evaluar el manejo de los antimicéticos Y la resistencia que van adquiriendo dichos

microorganismos con la realizacion del antifungigrama.

Debido a que no se realiza antifungigramas para evaluar la resistencia y sensibilidad al
fluconazol en nuestro pais; nos hemos enfocado en investigar el porcentaje de resistencias

y la posible solucion (voriconazol) ha dicho tratamiento en caso de presentar resistencia.



1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Es importante conocer la resistencia y sensibilidad al fluconazol con respecto a la
Céandida con muestras de secrecion faringea en pacientes con VIH/SIDA del Hospital

Carlos Andrade Marin durante el periodo de Enero a Junio del 2015?

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar la resistencia y sensibilidad de la Candida hacia el fluconazol en muestras de
secrecion faringea en pacientes con VIH/SIDA mediante el empleo de la prueba del

antifungigrama.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

= Conocer el estadio (VIH/SIDA) del paciente mediante el analisis de la historia
clinica, y asi determinar que grupos son susceptibles a contraer resistencia.

= Determinar la resistencia y sensibilidad al fluconazol y voriconazol de las
muestras en estudio mediante la realizacion del antifungigrama para Candidas

= Verificar la resistencia y sensibilidad del fluconazol y voriconazol para Candidas
mediante los datos estadisticos obtenidos.

» Informar al profesional de la salud del”’HACM” sobre los resultados obtenidos
de resistencia y sensibilidad de las Candidas con el fin de evitar el uso irracional

de los antimic6ticos.



1.4 JUSTIFICACION

Durante muchos afios la anfotericina B, que es un polietileno, fue el Unico antifungico
que permitia el tratamiento de la micosis invasiva, pero debido a una elevada toxicidad y
gracias al descubrimiento de los azoles que disponen de un buen espectro de accion,

menor toxicidad y administracion por via oral, significé un gran avance terapéutico.

Por otra parte, basados en otros estudios como en Colombia, Gutiérrez y colaboradores,
en muestras de orofaringe de 56 pacientes con candidiasis oral pseudomembranosa con
infeccion por VIH/SIDA, encontraron resistencia al fluconazol del 20,8% para Candida
sp (Gutierrez , de Bedout, & Tobon). Se ha visto un cambio en el comportamiento y en
el patron de resistencia y sensibilidad antimicética de Candida causal de infecciones
fangicas, ya que el antimicotico mas usado en la actualidad es el fluconazol, el cual esta
produciendo cierta resistencia hacia las levaduras, por tanto es de suma importancia que

no se le suministre al paciente un medicamento sin antes realizar pruebas de sensibilidad.

Ademas es importante mencionar que los fracasos terapéuticos no solo se deben a la
resistencia de los hongos, sino que también influyen otros factores, como la localizacion
de la infeccion, la presencia de cuerpos extrafios, la virulencia del agente implicado o las
alteraciones de los mecanismos de defensa del paciente, por tanto estos aspectos tienen
una mayor relevancia en las infecciones causadas por hongos, debido a que la mayoria de

las infecciones flngicas ocurren en pacientes inmunodeprimidos.

Debido que en nuestro pais, no se han realizado estudios sobre este tema de investigacion,
nuestro trabajo se basd, en investigaciones realizadas en otros paises, para obtener la

suficiente informacion bibliografica.

La presente investigacion sobre la resistencia y sensibilidad antimicotica en las
infecciones oportunistas de pacientes con VIH/SIDA que acuden al “HCAM?” no registra

antecedentes de haber sido investigado.

El interés que impulso al desarrollo de esta investigacion se llevo a cabo con referencias

dadas por el personal de infectologia del Hospital Carlos Andrade Marin debido a que



los pacientes que reciben tratamiento para Candida presentaron resistencia in vivo al

fluconazol.

Por medio del antifungigrama determinaremos la resistencia y sensibilidad de los
antimicaticos, para evaluar la actividad de estos frente al microorganismo causante de
infecciones oportunistas (Candida) en los pacientes con VIH/SIDA del “HCAM, como

ayuda al diagnostico y tratamiento adecuado de los antimicoticos.



CAPITULO I
2. MARCO TEORICO
2.1 POSICIONAMIENTO TEORICO PERSONAL
Este trabajado esta realizado con la mayor responsabilidad posible, basado en libros
actualizados que fueron de ayuda para el desarrollo de nuestra investigacion y a su vez

sea fuente de informacion para quienes lo requieran.

La presente investigacion se fundamenta en la escuela epistemoldgica pragmatica porque
hay una relacion directa entre la teoria y la practica; la teoria esté sustentada en el marco
tedrico de este trabajo y la practica en los resultados del andlisis de las muestras en el

Laboratorio.

2.2 FUNDAMENTACION TEORICA
2.2.1 VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)
2.2.1.1 DEFINICION

EL virus de la inmunodeficiencia humana VIH pertenece a la familia de los retrovirus,

subfamilia lentivirus. Estos virus tienen las siguientes caracteristicas:

= Gran diversidad genética (virus ARN) y genoma muy complejo (lentivirus).

= En su ciclo vital tiene dos fases: virion infectante (ARN) y provirus (ADN).

=  Se replica mediante un mecanismo inverso habitual en los virus ARN. El papel
fundamental lo juega una enzima llamada trancriptasa inversa.

= Sus células huésped son los linfocitos CD4+, macréfagos, células nerviosas de la
microglia y células dendriticas resistentes en mucosas (células de Langerhans).

(Vazquez Campuzano, 2013)

2.2.1.2 CICLO DE REPLICACION
El ciclo biologico del VIH tiene una fase temprana, que culmina con la integracion del
ADN proviral en el genoma de la célula, y una fase tardia, que implica la transcripcién

del genoma viral y la generacién de una progenie infecciosa. (Codina, Martina, & Ibarra)



El ciclo replicativo del VIH se divide en las siguientes etapas:

Entrada del virus en la célula: El VIH se une a la molécula CD4 a través de la
gp120, produciendo un cambio conformacional que permite la interaccion con un
correceptor (perteneciente a la familia de receptores de quimiocinas). Esta
interaccion provoca un cambio en la gp41 que induce la fusién de la envuelta viral
con la membrana celular. El proceso de union del virus a la membrana celular y
entrada al citoplasma se conoce como “internalizacion”.

Transcripcién inversa e integracion: Tras la penetracion del virus, se produce la
liberacion del genoma viral y se inicia la transcripcion. La transcriptasa inversa
cataliza la formacion de la primera cadena de ADN, a partir del ARN viral. En la
sintesis de la segunda cadena interviene la ribonucleasa H, generando un ADN de
doble cadena. Una vez sintetizado el ADN proviral, se acopla a distintos factores
celulares y virales formando el “complejo de preintegracion”. Este complejo se
desplaza al nucleo para integrarse en el genoma de la célula, con la ayuda de la
integrasa. ElI genoma del VIH estd formado por aproximadamente 10.000
nucleotidos, por lo que la transcriptasa inversa debe completar 20.000 reacciones
de incorporacién de nucledtido para generar ADN a partir de una molécula de
ARN. La inhibicién de cualquiera de estos 20.000 pasos conduce a una infeccién
abortiva. Por ello, la transcripcion inversa es una de las dianas terapéuticas mas
importante.

Periodo de latencia: Tras la integracion, el VIH puede permanecer latente,
replicarse de forma controlada o sufrir una replicacion masiva que resulta en un
efecto citopatico para la célula infectada. En la mayoria de los linfocitos el virus
esta en forma latente. El paso de la fase de latencia a la de reactivacion depende
de factores celulares, como la proteina NF-kB (factor presente de forma natural
en el organismo), que sélo es inducido en procesos de activacion inmunologica.
Tras dicha activacion, el fendmeno de reactivacion del estado de latencia es rapido
y agresivo. En la siguiente etapa el provirus sintetiza un gen. Al tratarse de un
retrovirus complejo, en su regulacion se implican tanto proteinas celulares, como

proteinas reguladoras codificadas por el virus. Existe una expresion genética



temprana y una tardia (transcripcion de los genes estructurales y enzimaticos
codificados por gag, pol y env; asi como los accesorios vif, vpr y vpu). Dos
proteinas virales son esenciales en la sintesis y el procesamiento del ARN viral:
Tat, activador potente de la transcripcion, que permite la sintesis de la totalidad
del ARN viral y Rev, regulador de la expresion del virién, que codifica una
proteina que facilita el transporte de los ARNm del nacleo al reticulo
endoplasmatico, donde son traducidos en proteinas por los ribosomas celulares.
El ARNm del VIH se sintetiza como un dnico transcrito, que se transporta al
citoplasma, donde es procesado en ARN de distintos tamafios. (Codina, Martina,
& Ibarra)

Traduccién y maduracion: Una vez sintetizadas las proteinas virales, deben ser
procesadas de forma postraduccional antes de ensamblarse en particulas virales
maduras. En este proceso participan las proteinas virales, una proteasa celular en
el procesamiento de la gp160 en gp41 y gpl20; y la proteasa viral, que procesa la
poliproteina precursora gag-pol (que produce proteinas del virus, como la proteina
de la matriz, de la capside). El procesamiento por la proteasa viral es esencial en
la maduracion del VIH, por lo que supone una diana importante en el desarrollo
de farmacos. Finalmente, una vez han madurado los viriones y se han ensamblado
correctamente las proteinas virales, el nucleoide se desplaza a la membrana celular
donde se recubre de la membrana lipidica y de glucoproteinas de superficie

adheridas a ella y es liberado por gemacion. (Codina, Martina, & Ibarra)

2.2.1.3 MECANISMOS DE TRANSMISION

El VIH se puede transmitir por tres mecanismos bien establecidos:

Transmision sexual: exposicion directa a secreciones de personas infectadas como
semen y secreciones vaginales.

Transmision sanguinea: exposicion a sangre o sus derivadas o ya sea por
transfusiones, trasplantes o por via parenteral debido al uso de agujas

contaminadas.



= Transmision perinatal: transmision de una madre infectada a su producto, esto se
ha llamado transmisién vertical. La infeccion del producto se puede dar durante

el embarazo, parto o durante la lactancia. (Vazquez Campuzano, 2013)

2.2.2 SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (SIDA)
2.2.2.1 DEFINICION

Es el sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Es la expresion patoldgica Gltima de la
infeccion producida por el VIH. El virus destruye el sistema inmunologico que se
caracteriza por la reduccion masiva del nimero de los Linfocitos T CD4, acompafiadas
de infecciones que rara vez causan problemas a personas sanas como las Ilamadas
infecciones oportunistas o de formas agresivas como el sarcoma de Kaposi que aparecen

al cabo de unos afios tras la infeccion por VIH. (Vazquez Campuzano, 2013)

2.2.3 HONGOS
2.2.3.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Las caracteristicas fundamentales de los hongos son:

Todos son heterétrofos (quimioorganotrofos) por lo que tienen que alimentarse
de materia organica preformada que utilizan como fuente de energia y de carbono;
son eucariontes, es decir, presenta un nucleo diferenciado con membrana bien
organizada. (Arenas, MICOLOGIA MEDICA ILUSTRADA, 2011)
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Gréfico 2-1: Estructura del Hongo

Fuente: microbiologia-médica-de-sherris-5ta-edicion
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2.2.4 GENERO CANDIDA
2.2.4.1 DEFINICION

El género Céndida esta formado por diversas especies ampliamente distribuidas en la
naturaleza y constituye uno de los grupos de hongos de mayor importancia entre las
causantes de infecciones oportunistas. Candida albicans, que puede hallarse como
comensal en el tubo digestivo humano, en la especie de este género que causa infecciones
con mayor frecuencia, seguida por C. parapsilosis, C. glabrata C. tropicales y C. krusei.
(Prats, 2012)

Pseudomicelio
Gréfico 2-2: Candida

Fuente: http://www.academia.edu/4213597/

2.2.4.2 CARACTERISTICAS MITOLOGICAS

» Morfologia macroscopica: Forman colonias suaves, cremosas, con pigmentos
variados segun el género y la especie; pueden ser: blancas, crema, color café y
negras.

» Morfologia microscopica: Estan constituidas por células redondas, ovales de 4
a 7um de didametro o gemantes denominadas blastosporas o blastoconidias; en
algunas levaduras estas quedan unidas y se alargan formando una especie de
filamento denominado pseudomicelio y se tifien como Gram positivas por la
tincion de Gram.

= Fisioldgicas: Crecen en 24 a 72 horas en el medio de Sabouraud y en medios
cromogénicos especificos para levaduras.

= Reproduccién: Se reproducen asexualmente por gemacion, observandose con

frecuencia células formando yemas.



2.2.4.2 CLASIFICACION DE LAS CANDIDA

» Candida Albicans: es el principal agente productor de candidiasis, su apariencia
macroscopica es una levadura, que forma colonias de color blanco a crema,
redondas, con bordes regulares, de aspecto brillante o céreo, con un centro algo
prominente, una superficie lisa y himeda y de consistencia cremosa, su
morfologia microscdpica es esférica y a veces ovalada de 2- 7 x 3 — 8.5 um,
ademas se presentan aisladas, gemando en cadenas cortas y en racimos.

= (Candida Tropicales: la morfologia macroscopica se encuentra formando
colonias de color blanco o crema grisdcea mate, blandas. De superficie lisa y
cremosa. Presentan un borde micelial definido. En cuanto a su morfologia
microscopica son células globosas, ovaladas de 3- 5.5 por 4- 9 um, sin capsula.

» Candida Krusei: las colonias son de color blanca, opacas, blandas de superficie
lisa con algunos pliegues. La morfologia microscépica son células ovoides,
elongadas y cilindricas, de 2.2- 5.6 por 4.3- 5.2um.

» (Céandida Parapsilosis: desarrollan colonias de color amarillento, blandas y
brillantes, son de superficie lisa. La morfologia microscépica son pequefias
ovaladas, elipticas y elongadas.

» Céandida Guilliermondii: la apariencia macroscopica forman colonias de color
blanco, amarillento, blandas, brillantes y lisas. Microscopicamente se observan
células ovaladas de 2- 4.5 por 2.5 -7 um; a veces se observan pequefias células
cilindricas.

» Candida Glabrata: esta especie es muy pequefa para una levadura (2 a 4um) y
no produce hifas. Pertenece a la flora gastrointestinal y genital normales. Las
infecciones mas comunes ocurren en las vias urinarias, pero puede ocurrir

infeccion de tejidos profundos y fungemias. (AHMAN, 2011)



2.2.4.4 TRATAMIENTO

Las especies de Candida son sensibles a la anfotericina B, a los triazoles y a las
equinocandinas, aunque Candida krusei es naturalmente resistente a los triazoles y un

porcentaje no despreciable de Candida glabrata también.

En las levaduras, la resistencia es lenta en relaciéon a las bacterias y solo aparece en
pacientes tratados por mucho tiempo, como se ha observado en infecciones por Candida,
tratadas con azoles, por ello en las infecciones por Candida, generalmente se efectla
tratamiento empirico y solo se recomienda efectuar antifungigrama en las infecciones
sistémicas, para asegurar la sensibilidad de la Candida al antifungico utilizado, asi como
en casos de ausencia de respuesta de tratamiento.

La eleccidn del antifungico depende de la especie de Candida, de la localizacion de la
infeccion (cutaneomucosa o sistémica) y de la gravedad, que generalmente estad en

relacion con los factores predisponentes generales. (Prats, 2012)

2.2.5 CANDIDIASIS O CANDIDOSIS

La micosis es causada por diversas especies de levaduras oportunistas del género
Céandida, en especial Céandida albicans que afecta en particular mucosas (boca, vagina,

etc.), piel, ufias y de manera excepcional otros 6rganos como pulmones e intestino.

2.2.5.1. ETIOLOGIA

Se produce por diversas especies del género Candida, dentro de la clase de Ascomycetes
y familia Saccharomycetes. Las especies mas frecuentes son las siguientes: C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. krusei, C. famata, C.

guillermondii y C. lusitaniae.

2.2.5.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La candidosis es una enfermedad cosmopolita y, sin duda alguna, es la micosis que mas

se presenta en todo el mundo.



2.2.5.3 HABITAT Y FUENTE DE INFECCION

El habitat de las diversas especies de Candida es el humano. Algunas especies de Candida
son componentes de la flora habitual del cuerpo, se presenta desde los primeros dias del
nacimiento y tiene una gran predileccion por las mucosas. Se encuentran en el tracto
gastrointestinal, habitando boca, laringe y faringe; la cual se incrementa por la falta de
aseo bucal; el estomago en general no es saprofitado porque presenta un PH demasiado
acido, en cambio coloniza intestino delgado y grueso. Las mucosas genitales son también

saprofitadas y en vias respiratorias superiores y urinarias se encuentran con frecuencia.

2.2.5.4 VIA DE ENTRADA

La Céandida albicans y otras especies oportunistas son parte de la flora habitual, en general
va a provocar enfermedades enddgenas debido a factores de predisposicion del paciente
y en ocasiones se adquiere en forma exogena, por ejemplo a través de catéteres y de

jeringas no esteériles.

2.2.5.5 EDAD Y SEXO

La candidosis se presenta en todas las edades, es comun en lactantes, mujeres y adultos

mayores.

2.2.5.6 PATOGENIA

Considerada como una clésica enfermedad por hongos oportunistas, las mas frecuentes
son las que afectan a la mucosa oral, vaginal y a la piel, aunque las mas graves son las
infecciones sistémicas que dan lugar a una elevada tasa de mortalidad, ademas la
candidosis se relaciona en directo con los factores de predisposicion asociados con el
huésped; sin embargo no hay que olvidar que los agentes infecciosos, en este caso como

los hongos también juegan un papel importante para que la enfermedad se establezca.



Factores predisponentes
A. Condiciones de los hongos para el oportunismo

= Soportar una temperatura de 37 centigrados o mas.

= Realizar un cambio bioquimico, debido a que las condiciones del huésped son por
lo general més ricas, razon por la cual se requiere la induccion de nuevas enzimas;
la adaptacidn a un medio que por lo general presenta menor potencia de reduccion,
asi como la variabilidad del PH de acuerdo con la region anatdmica que afecte.

= Realizar un cambio morfologico, casi siempre con tendencia a la reduccion.

= Factores de virulencia propios del hongo, como son diversas enzimas (proteasa,
hialuronidasas, etc.), produccion de melanina y diversas sustancias que favorecen
la adaptacion fungica.

= Contacto con el hospedador. Hay algunos casos en los que no requiere un contacto
exogeno debido a que ciertos hongos pertenecen a la flora habitual del cuerpo, por
lo tanto estos tipos de enfermedades son enddgenas, por ejemplo: candidosis,
actinomicosis, geotricosis. (Bonifaz, MICOLOGIA MEDICA BASICA, 2012)

B. condiciones de predisposicién del hospedero

= Enfermedades o procesos debilitantes: como la diabetes, tuberculosis, absceso
hepatico amibiano, hepatitis y los procesos debilitantes como la prematurez,
embarazo y desnutricion.

» Inmunodeficiencias primarias o adquiridas: leucemia aguda o cronica,
linfoblastica o mielobléastica, linfomas, enfermedad de Hodgkin, sarcomas y la
infeccion por VIH-SIDA.

= Factores yatrogénicos: tratamiento con antibioticos de amplio o de corto espectro
por largos periodos, debido a que disminuye la flora habitual (bacteriana) y como
consecuencia rompen el equilibrio de los microorganismos.

= Trasplantes: renales, hepaticos, de corazon, medula Osea y el empleo de
inmunosupresores para evitar el rechazo al 6rgano trasplantado.

= Cateterismo y nutricion parenteral: provocan la introduccion de microorganismos

a través de los fluidos del organismo.



= Miscelaneos: involucra una serie de procesos de una determinada enfermedad
como son: drogadiccion, quemaduras, traumatismos, cambios de PH., mal estado

de la dentadura y protesis mal adaptadas.

2.2.6 CANDIDOSIS OROFARINGEA

La Candidiasis orofaringea es una infeccion oportunista, que consiste en la inflamacién
de la mucosa orofaringea debido a una infecciéon por levaduras, principalmente por
Céndida albicans. Su importancia como manifestacion oral de la infeccion por el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) ha impulsado en los Gltimos afios el interés por este

tipo de infeccion micotica. (orofaringea, Candidiasis, 2010)

Las infecciones por Candida son comunes en pacientes con deficiencias de linfocitos T
pero rara en pacientes con deficiencia de linfocitos B. (Lamont , hajishengallis, &
Jenkinson , 2014)

La mayor parte de las candidiasis orales son leves, de frecuencia asintomatica o producir
dolor o sensacion de mal sabor de boca. La candidiasis orofaringea se presenta en varias

formas clinicas pero las mas importantes son las siguientes:

» Candidiasis pseudomembranosa o0 muguet: se caracteriza por las tipicas
lesiones blanquecinas cremosas, adheridas a la mucosa bucal, que dejan un area
eritematosa cuando se desprenden. Afecta sobre toda la mucosa bucal, labios y

paladar. (lopez, Cardenas , & Urbano, 2012)

Grafico 2-3: Candidiasis pseudomembranosa 0 muguet

Fuente: http://www.odontocat.com/patoralcand.htm
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= Candidiasis atrofica: se manifiesta como un eritema brillante con pérdida de
papilas en la lengua y en toda la cavidad oral.

Grafico 2-4: Candidiasis atréfica

Fuente: www.uv.es/derma/CLindex/CLdermatofit/candi6.htm

» Candidiasis hiperplésica cronica: se caracteriza por areas eritematosas de
distribucion simétrica junto a lesiones blanguecinas sobreelevadas que no se

desprenden. Es la forma menos frecuente. (lopez, Cardenas , & Urbano, 2012)

Gréfico 2-5: Candidiasis hiperplasica crénica
Fuente: http://es.slideshare.net/angelicataka/candidiasis-14840310
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= Quelitis angular: existe eritema y grietas o fisuras en las comisuras labiales.
(lopez, Cardenas , & Urbano, 2012)

Gréfico 2-6: Quelitis angular
Fuente: http://es.slideshare.net/angelicataka/candidiasis-14840310
2.2.6.1 DIAGNOSTICO DEL LABORATORIO
2.2.6.1.1. TOMA DE MUESTRAS

Exudado faringeo: con la ayuda de un hisopo estéril y un baja lenguas se realiza la toma
del &rea amigdalar y faringea posterior asi como zonas ulceradas o inflamadas. Se debe

evitar rozar la torunda con la lengua o los labios antes y después de la toma.

Gréfico 2-7: Toma de muestra de exudado faringeo

Fuente: Bio. Maria del Rosario Pacheco Rodriguez
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2.2.6.1.2 EXAMEN DIRECTO

El examen directo brinda informacion presuntiva al ser una técnica rapida que puede ser
uatil como prueba diagndstica. Las Candidas se observan facilmente en fresco o tefiidas

por la tincion de Gram.
Los principales examenes directos son:

» Hidroxido de potasio (KOH): es una técnica en fresco, se coloca la muestra en
un porta objeto méas una gota de KOH al 10- 20 % para luego ser observada en
el microscopio a 40x, lo que permite observar formas levaduriformes o

pseudohifas cortas o largas (candidiasis) y se observan incoloras y transparentes.

= o
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Gréfico 2-8: Observacion de la con hidréxido de potasio

Fuente: http://ec.asm.org/content/2/5/1053/F4.expansion.html
» Tincién de Gram: Los principios de la tincion de Gram estan basados en las
caracteristicas de la pared celular de los hongos, la cual le confiere propiedades

determinantes a cada microorganismo. (Lopez-Jacome, 2014)

Grafico 2-9: Observacion de la levadura con Tincién de Gram

Fuente: http://www.gefor.4t.com/hongos/candidaalbicans.html
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2.2.6.1.3 CULTIVO

Las diversas especies de Candida crecen en la mayor parte de los medios de cultivos
habituales, como son: gelosa sangre, infusion de cerebro de corazén, extracto de levadura

y el mas utilizado es el agar Sabouraud.
Medio de cultivo (Agar Sabouraud)

Es un medio selectivo, rico en glucosa (4%), con una alta osmolaridad, con un PH bajo
(5 a 5,6), para mejor la selectividad del medio se puede afiadir antibacterianos como el
cloranfenicol, la gentamicina entre otros, la cual dificulta el crecimiento de las bacterias

pero facilita el crecimiento de los hongos.

Inoculacion de la muestra

La inoculacion debe realizarse con estrias por agotamiento.
Incubacion del medio de cultivo

Los medios de cultivo después de haber sido sembrados se incuban en aerobiosis, con un
crecimiento de la Candida de 24 a 72 horas a una temperatura de 28 a 37 °C.

Identificacion de las colonias

Las Céandidas presentan colonias cremosas, opacas, con un diametro de 3 a 7mm.

Grafico 2-10: Crecimiento de colonias

Fuente: Laboratorio Clinico del Hospital Carlos Andrade Marin
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2.2.7. ANTIFUNGIGRAMA
Método de difusion en disco
Fundamento

Es el mismo que para las bacterias, estd basado en el estudio de la sensibilidad de las
levaduras a los antifangicos en funcion del halo de inhibicién producido por la difusion
del antifngico en un medio de cultivo solido. Los pasos a seguir son los mismos que para
las bacterias pero con algunas modificaciones. ( Cantdn Lacasa, Martin Mazuelos, &

Espinel-Ingroff)
Medio de cultivo

Mueller Hinton agar (MHA) suplementado con 2% de glucosa y 0,5 pg/ml de azul de
metileno (pH 7,2 - 7,4). La adicién de glucosa proporciona un mejor crecimiento de las

levaduras y el azul de metileno aumenta la definicion de los halos de inhibicion.
Técnica para la preparacion de Mueller Hinton
Preparacion de placas MHA suplementado con glucosa y azul de metileno

= Preparar el medio de MHA siguiendo las indicaciones del fabricante y afiadir 20
g de glucosa por litro de medio.

»  Afadir 100 pl de la solucion de azul de metileno (5mg/ml) por cada litro de medio.

= Esterilizar en autoclave.

= Dejar enfriar el medio a 45-50 °C y llenar las placas a razon de 28-30 ml de medio
para placas de 9-10 cm de diametro y 67-70 ml si son de 15 cm (altura de la capa
de agar 4 mm).

= Dejar enfriar y guardar en nevera. ( Canton Lacasa, Martin Mazuelos, & Espinel-
Ingroff)



1, Preparacion del medio MHA con 2% glucosa + 0,5 pg/ml
deazul de metileno
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Gréfico 2-11: Preparacion del medio de Mueller-Hinton agar suplementado

Fuente: http://www.guia.reviberoammicol.com/Capitulo15.pdf
Preparacion del inéculo

e Se prepara tocando con el asa de cultivo 5 colonias >1 mm y de 24 h de
crecimiento en placa de SDA que se resuspenden en un tubo de solucién salina
esteril (CINa 0,85%).

= Se agita bien y con ayuda de un turbidimetro, se ajusta a una densidad 6ptica 0,5
McFarland, afiadiendo la cantidad necesaria de solucion salina.

e Esta solucidn tiene una concentracion aproximada de 1x106 - 5x106 UFC/ml. (

Canton Lacasa, Martin Mazuelos, & Espinel-Ingroff)

SDA 24 h a 35°C
Tocar 4-5 colonias

0

0.5 McFartana
C1-5x104 ufcimi)

o=

Sembrar rotanco & placs en tres directiones.
Dejar

Moo MHA+ 2%G+0.5 po/mL MB ‘

Gréfico 2-12: Preparacion del indculo levaduras

Fuente: http://www.guia.reviberoammicol.com/Capitulo15.pdf
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Inoculacion de las placas
= Sumergir una torunda de algodon en la suspension del indculo de 0.5 McFarland.

Retirar el exceso de liquido rozando la torunda con las paredes del tubo.

Sembrar la placa uniformemente. .

Dejar secar 3-5 min y dejar la placa entreabierta.

Aplicar los discos. ( Canton Lacasa, Martin Mazuelos, & Espinel-Ingroff)
Temperatura y tiempo de incubacion

» Incubar a 35 ° C durante 20-24 h para Candida spp.
Lectura

= Sino hay suficiente crecimiento a las 24 h reincubar y leer a las 48 h.

= Medir el halo de inhibicién donde se produce una reduccién importante del
crecimiento.

= Lalectura es subjetiva y se requiere experiencia para dar medidas exactas.

= La presencia de micro colonias en el borde del halo de inhibicién o de colonias
grandes en el interior del halo deben ser ignoradas.

= C. glabrata y C. krusei, pueden necesitar 48 h de incubacion. ( Cantdn Lacasa,

Martin Mazuelos, & Espinel-Ingroff)

Grafico 2-13: Lectura de los halos de sensibilidad

Fuente: Laboratorio Clinico del Hospital Carlos Andrade Marin
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Cepas Control de Calidad

En cada ensayo debe incluirse al menos una cepa control de calidad para poder detectar
cualquier anomalia o desactivacion del antifngico.

El CLSI aconseja utilizar las siguientes cepas:

= C. parapsilosis ATCC 22019

= C. krusei ATCC 6258

= C.albicans ATCC 90028

= C. tropicalis ATCC 750 ( Cantdn Lacasa, Martin Mazuelos, & Espinel-Ingroff)

- 25ug 22-23 28-39 26-37
_ 1ug 28-37 31-42 *

Gréfico 2-14: Cepas de control

Fuente: http://www.guia.reviberoammicol.com/Capitulo15.pdf

Puntos de corte para candida spp.

Gréfico 2-15: Puntos de corte par candida spp.

Fuente: http://www.guia.reviberoammicol.com/Capitulo15.pdf
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2.2.8 ANTIFUNGICOS

El antifingico o antimicético es aquella sustancia que tiene la capacidad de evitar el

crecimiento de algunos tipos de hongos o incluso de provocar su muerte.

2.2.8.1 CLASIFICACION

Los medicamentos antifungicos se pueden clasificar de acuerdo a su estructura quimica

siendo los de mayor importancia clinica los azoles.

= Azoles : como los imidazoles y los triazoles
= Poliénicos: como la anfotericina B, piramicina y la nistatina.
= Equinocandinas: como la caspofungina, micafungina y la anidulafungina.

= Otros como la Flucitosina Terbinafina y la Griseofulvina

2.2.9 AZOLES

Los azoles son preparados sintéticos, constituidos por varios anillos fenolicos, cuando en
estos hay dos moléculas de nitrégeno se denominan imidazoles y cuando hay tres

triazoles.
Mecanismo de accion

Los azoles acttan bloqueando la formacion del ergoesterol en la membrana celular de
los hongos por inhibicion del lanosterol 14 alfa —desmitelasa dependiente del citocromo
P450. Los azoles se comportan como fungistaticos.

2.2.10 IMIDAZOLES

Son antimicéticos de amplio espectro; actian contra mohos y levaduras; asi como

también tienen actividad antibacteriana y contra protozoarios.

Todos presentan un anillo imidazol libre unido a otros anillos aromaticos por medio de
una union N- C en posicion 1. La mayoria se presentan en crema o solucion al 1 0 2%, y
algunos también en polvo, gel, champu y espuma. (Arenas, MICOLOGIA MEDICA
ILUSTRADA, 2011)



Los mas importantes son los siguientes:

Ketoconazol: Es uno de los primeros farmacos antimicoticos de amplio espectro,
es toxico en altas dosis. Al ser un farmaco fungistatico, no es util en
inmunocomprometidos, se usa principalmente para dermatofitos y las candidiasis
superficiales. La absorcion del ketoconazol es por via oral, la cual se ve
favorecida por la acidez gastrica, circula por la sangre unido a la albimina y
gldbulos rojos y su penetracion en LCR es escasa, su metabolizacion es hepatica;
la vida media de eliminacion es de 1 a 6 horas, donde los metabolitos se excretan
por la orina y por la heces.

Miconazol: Es un farmaco que se absorbe mal por via oral, por via intravenosa su
uso es limitado debido a su alta toxicidad, es Util en el tratamiento topico de las
candidiasis vaginales y otras micosis superficiales. En un 90% se une a las
proteinas plasmaéticas, pero no se difunde hacia LCR. La vida media es de 20
horas y su eliminacion es a través de las heces.

Clotrimazol: Es un medicamento que puede usarse por via oral siendo su
absorcion casi nula, ademas es topica para el tratamiento de micosis superficiales
como: dermatoficias sobre todo de los pies, candidiasis orofaringeas y
vulvovaginitis. Debido a su alta toxicidad gastrointestinal y neuroldgica este
farmaco no se utiliza por via sistémica . La semivida de eliminacién de la droga
es de 3,5 a 5 y parte de la droga absorbida es eliminada por la orina como

metabolitos inactivos y en menor medida por vias biliares.

2.2.11 TRIAZOLES

Son derivados azolicos que difieren de los imidazoles por poseer tres atomos de nitrégeno

en el anillo imidazol en lugar de dos.

Entre los medicamentos de mayor eleccion tenemos al itraconazol, fluconazol y

voriconazol.

Itraconazol: Es un triazol activo por via oral, frente a las levaduras (Candida y

criptococo), hongos dimorficos, dermatofico, tiene un espectro de accién mayor



que el fluconazol al ser eficaz frente a hongos dematidceos y Aspergillus. En su
formulacién oral necesita PH de &cido para su absorcion, es poco hidrosoluble y
difunde mal al liquido cefalorraquideo.

» Fluconazol: Es eficaz frente a la mayor parte de Candidas, incluyendo C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicales. C.glabrata a excepcion de la C. Krusei que
es intrinsecamente resistente.

= Voriconazol: Es eficaz frente a especies de Candida, incluso sobre especies
resistente o pocos sensibles al fluconazol como C. krusei. C parapsilosis, C.

tropicalis, C. glabrata.

2.2.12 FLUCONAZOL
2.2.12.1 ESTRUCTURA QUIMICA

El fluconazol es un derivado triazolico formado por 2 anillos que contienen 3 atomos de
nitrdgeno, el anillo bencénico presenta 2 flGor y su peso molecular es relativamente bajo,
306,3 Da.

N
d
OH

N—N

LY

N
E

Gréfico 2-16: Estructura quimica del Fluconazol
Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Fluconazol

2.2.12.2 MECANISMO DE ACCION

Bloquea la formacion del ergoesterol en la membrana celular de los hongos por inhibicion

dela 14 a desmitelasa que es una enzima del citocromo P450 microsomal.



2.2.12.3 FARMACOCINETICA

= Absorcion: el fluconazol se utiliza por via intravenosa u oral y no depende de la
acidez gastrica ni de la ingestion con alimentos. Presenta una biodisponibilidad
del 85 al 90%.

= Distribucion: el fluconazol es muy hidrosoluble, se une levemente a las proteinas
plasmaticas alcanzando una concentracion méaxima de 4 a 8 ug/ml. Se alcanzan
muy buenas concentraciones en LCR (60-80% de valores plasmaticos).

= Metabolismoy excrecidn: su metabolismo es escaso por el sistema enzimatico
citocromo CYP450. Tiene vida mediade 25a 30 hy el 80% de la dosis se excreta

sin cambios en la orina y el 2% en la materia fecal.

2.2.12.4 USOS CLINICOS

El fluconazol presenta un amplio espectro de actividad siendo activo frente candidiasis
localizadas como: candidiasis orofaringeas fundamentalmente en pacientes con VIH,

candidiasis vaginales y sistémicas. Criptococosis causado por Criptococcus.

2.2.12.5 EFECTOS ADVERSQOS

Los efectos mas comunes son: malestar gastrointestinal, diarrea, ndusea, vomitos,

cefalea y alteraciones dermatolégicas como rash.

2.2.13 VORICONAZOL
2.2.13.1 ESTRUCTURA QUIMICA

Es un triazol de segunda generacion, tiene una estructura quimica similar al fluconazol
pero difiere al tener un grupo flbor priridina mas un grupo metilo por tanto tiene mayor

actividad antifungica.
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Gréfico 2-17: Estructura quimica del Voriconazol

Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Voriconazol

2.2.13.2 MECANISMO DE ACCION

Bloquea la formacion del ergoesterol en la membrana celular de los hongos por inhibicion

de la 14 a desmitelasa que es una enzima del citocromo P450 microsomal.

2.2.13.3 FARMACOCINETICA

= Absorcion: su absorcién es por via oral y los cambios de PH gastrico no afecta
su absorcion.

= Distribucion: se une a las proteinas plasmaticas en un 65%. Tiene una vida media
de eliminacion de seis horas. En el liquido cefalorraquideo alcanza niveles del 42
al 67% de la concentraciéon plasmaética, razén por la cual tiene indicacion del
tratamiento de las Aspergillosis Cerebral

= Metabolismo y excrecion: se excreta por orina y bilis principalmente

metabolitos.

2.2.13.4 USOS CLINICOS

Actua frente a Candidas resistentes al fluconazol y Aspergillus, siendo el antifingico de

eleccion de las aspergilosis invasivas.


https://es.wikipedia.org/wiki/Voriconazol

2.2.13.5 EFECTOS ADVERSOS

Los efectos adversos son: trastornos gastrointestinales inespecificos, astenia, rash,

prurito, purpuricas.

2.2.14 RESISTENCIA'Y SENSIBILIDAD
2.2.14.1 GENERALIDADES

Los microrganismos son naturalmente sensibles a unos antimicrobianos y resistentes a
otros. Ademas la mayoria de ellos pueden adquirir resistencia a antimicrobianos a los que
previamente eran sensibles, por ello una de las actividades mas relevantes que se realiza
en un laboratorio de microbiologia clinica es la de determinar la sensibilidad o la
resistencia de los microorganismos a los diferentes antimicrobianos, para orientar al
tratamiento. (Prats, 2012)

Estos estudios se realizan mediante unas técnicas que en términos genéricos se denomina
antibiograma. Sin embargo, en la practica este término se aplica a los procedimientos para
el estudio de la sensibilidad de las bacterias. Las técnicas para el estudio de la sensibilidad
de los hongos se conoce como antifungigrama, para los virus esta técnicas suelen

denominarse pruebas o estudios de la sensibilidad a medicamentos antiviricos.

Es el estudio de la sensibilidad de las bacterias mediante el antibiograma es sencillo y
esta estandarizado, por ello en la mayoria de los casos cuando se aisla una cepa patdgena

se estudia su sensibilidad.

Las técnicas para evaluar la sensibilidad de los hongos (antifungigrama) estan menos
estandarizados y para los virus las pruebas de sensibilidad son complejas y caras por lo
que solo se efectla en circunstancias determinadas. En la actualidad en los laboratorios
de diagnoéstico se estudia la sensibilidad de los protozoos ni de los helmintos a los

antiparasitarios. (Prats, 2012)



2.2.15 MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS AZOLES

La utilizacion generalizada de los azoles, en especial de fluconazol, como tratamiento y
profilaxis de las micosis ha originado la aparicion de casos de resistencia a este grupo de

antifangicos.

La resistencia a los azoles del género Céandida podria deberse a los siguientes

mecanismos:

= Modificacion de la cantidad o la estructura de las enzimas diana.
» Reduccion del acceso del farmaco a su diana o alguna combinacion de ambos

mecanismos.

Las mutaciones de los genes que codifican la enzima diana (ERG11), lanosterol 14-a-
desmetilasa, generan una diana modificada con una menor afinidad por los azoles. La
sobreexpresion de ERG11 produce grandes cantidades de la enzima diana, por lo su
inactivacion requiere la presencia de mas moléculas del farmaco en el interior de la

célula.

Estos mecanismos pueden actuar de forma independiente, secuencial y simultanea y crear
cepas de Candida con niveles cada vez mayores de resistencia a los azoles. (Murray,
2013)

Los métodos de estudio de la sensibilidad de las levaduras se basan en técnicas de
microdilucion en medio liquido, semejantes a las utilizadas para el estudio de las
bacterias. Estas técnicas han seguido un largo complejo proceso de estandarizacion

durante més de una década. (Prats, 2012)



2.3 DEFINICIONES DE TERMINOS BASICOS

= Aerobios: Se denominan aerobios o aerdbicos a los organismos que pueden vivir
o desarrollarse en presencia de oxigeno diatémico.

e Actinomicosis: es una enfermedad causada por una bacteria anaerobia, llamada
Actinomyeces israelii, la cual es un organismo comun, que normalmente no causa
enfermedad (no patdgeno) y que se encuentra en la nariz y en la garganta.

e Biodisponibilidad: es un concepto farmacocinético que alude a la fraccion y la
velocidad a la cual la dosis administrada de un farmaco alcanza su diana
terapéutica (canales, transportadores, receptores, que son macromoléculas
proteicas), lo que implica llegar hasta el tejido sobre el que actia.

e Blastosporas: Son esporas que se forman por gemacion.

e Citocromo P450: es una enorme Yy diversa superfamilia de hemoproteinas
encontradas en bacterias, archaea y eucariotas, que participan en la fase | del
metabolismo de xenobidticos, incluyendo los farmacos, y en funciones
biosintéticas enddgenas por reacciones de oxidacién, reduccion e hidrélisis..

e Gemacion: es la protusion externa del protoplasma materno formando un saliente
(yema o gema), que va creciendo poco a poco Yy, finalmente, se desprende
cnvirtiéndose en un nuevo individuo.

e Heterdtrofos: es aquel que se alimenta con elementos diferentes a uno, que toma
elementos de la naturaleza, del espacio que lo rodea para alimentarse.

e Hidrosoluble: Cualquier sustancia que tenga afinidad por el agua y, en
consecuencia, se pueda disolver en ella. Las sustancias hidrosolubles tienen
caracteristicas quimicas, toxicoldgicas y ambientales especificas.

e Hongos dimorficos: son algunos hongos que pueden presentar forma de moho o
de levadura (dimorfismo).

e Hongos filamentosos: (Mohos) son organismos pluricelulares que tiene maltiples
hifas y se reproducen por formacion de hifas.

e Hongo oportunista: Son miembros habituales de la flora humana normal. Al
aparecer deficiencias en la defensa de un individuo, pueden llegar a producir

enfermedades que varian en su gravedad, pudiendo asociarse con una infeccién



superficial de la piel o las mucosas hasta llegar a producir una infeccion sistémica
con afectacion de multiples 6rganos internos.

Hongo saprofito: es el que se alimenta de materia organica muerta o en
descomposicion.

Infecciones sistémicas: Hablamos de infecciones sistémicas cuando una
enfermedad infecciosa afecta a todo el organismo en conjunto, entiéndase a todos
los sistemas.

Linfocitos T CD4: Los linfocitos-T CD4 son un tipo de células que constituyen
una parte esencial del sistema inmunitario. Su funcion principal es la de activar al
propio sistema alertandole de la presencia de patdgenos o de una replicacion
errénea de células humanas, para que pueda hacerles frente y corregir la situacion.
Osmolaridad: Se conoce como osmolaridad a la medida que expresa el nivel de
concentracion de los componentes de diversas disoluciones.

Pseudomicelio: es el conjunto de células encadenadas originadas por gemacion
sin constituir un verdadero micelio. Aparece en las levaduras.

Proteasas: son enzimas proteoliticos que catalizan la rotura hidrolitica de los
enlaces peptidicos.

Proteinas plasmaticas: son un conjunto de moléculas formadas por la union de
diversos aminoacidos que se encuentran en el plasma sanguineo. Son interesantes
de analizar porque en muchos casos su exceso o deficiencia es un signo claro de
enfermedad.

Turbidimetro: es un medidor portatil con una gran pantalla que cumple todas las
exigencias para medir la turbidez in situ.

Vida media de un farmaco: Se refiere, como su nombre indica, al tiempo que un
medicamento se mantiene activo; en concreto: al tiempo que tarda en ver reducida

a la mitad la cantidad que se ha tomado.



2.4 HIPOTESIS Y VARIABLES
2.4.1 HIPOTESIS

La determinacion de la resistencia y sensibilidad al fluconazol en muestras de secrecion
faringea es una ayuda importante en el tratamiento de enfermedades causadas por
Candidas en pacientes con VIH/SIDA del Hospital Carlos Andrade Marin.

2.4.2 VARIABLES

Variable independiente
La Candida
Variable dependiente

La resistencia y sensibilidad al fluconazol en pacientes con VIH/SIDA.



2.5 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 1: Operacionalizacion de variables

VARIABLES DEFINICIONES CATEGORIAS INDICADORES TECNICAS E

CONCEPTUALES INSTRUMENTOS
Variable La Candida es un hongo = Céndida =  Amigdalas Observacion
independiente redondo u ovalado que albicans enrojecidas

suele encontrarse en la = Céandida = Cefalea Historia Clinica
La Céndida flora comin de boca, glabrata "  Fiebre

intestino y vagina, pero que = Candida = Dolor de garganta Resultado

puede infectar piel y tropicalis = VOomitos

mucosas. = Candida = Diarrea

krusei =  Nausea
= Rash

Variable Resistencia: es la | Halo de resistencia: <14 | Si hay resistencia puede | Observacién
dependiente capacidad de los producir infecciones

microorganismos para Halo de sensibilidad: | gistémicas. Historia Clinica

La resistencia y

sensibilidad al

fluconazol en
pacientes con
VIH/SIDA.

resistir la accion de los

antimicoticos.

Sensibilidad: es la
concentracion del
medicamento necesario
para destruir el agente

infeccioso.

>19

Si hay sensibilidad se evita

infecciones sistémicas.

Resultado



http://www.monografias.com/trabajos38/fiebre/fiebre.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/mitos-cosmogonicos/mitos-cosmogonicos.shtml

CAPITULO Il
3. MARCO METODOLOGICO
3.1 METODO

Métodos de la investigacion
En la investigacion que se presenta se aplico:

Meétodo inductivo: parte de lo particular a lo general para llegar a una conclusion general,
partiendo desde la toma de muestra a los pacientes con VIH/SIDA, estudio de la muestra,
analisis e interpretacion de la misma para la determinacion de la resistencia y sensibilidad

del fluconazol y voriconazol hacia la Candida.
Tipo de la investigacion

Descriptiva: se empled el estudio descriptivo porque se estudid las variables de un

problema para establecer si existe una relacion causa-efecto.
Disefio de la investigacion

Campo: Para este trabajo se realiz0 la investigacién en las instalaciones del Laboratorio

Clinico del Hospital Carlos Andrade Marin.

Bibliogréafica: mediante las técnicas y estrategias que se emplearon para acceder a
libros, articulos, revistas cientificas y sitios web que contienen la informacidn pertinente

de nuestro estudio de investigacion.
Tipo de estudio

Estudio Prospectivo: se inicié con una supuesta causa, se definié la poblacion que
participé en nuestro estudio y luego se siguié a través del tiempo a una poblacion
determinada a través de examenes clinicos periddicos, hasta determinar o no la aparicién

del efecto.



3.2 POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 POBLACION
La poblacién que fue atendida en el Hospital “Carlos Andrade Marin” fueron de 150
pacientes.

3.2.2 MUESTRA

De la poblacion de 150 pacientes se aplico la formula para obtener la muestra y el

resultado fue 109 pacientes.

Ng?z*
(N —1)e*+og2Z?

n:

_ 150x0,25x3,84
" = 129%0,0025 — 0,25x3,84

144
" =13175
n =109

n = el tamafo de la muestra.

N = tamafio de la poblacién.

9 ~Desviacion estandar de la poblacién que, generalmente cuando no se tiene su valor,

suele utilizarse un valor constante de 0,5.

Z = Valor obtenido mediante niveles de confianza. Es un valor constante que, si no se
tiene su valor, se lo toma en relacién al 95% de confianza equivale a 1,96 (como mas
usual) o en relacion al 99% de confianza equivale 2,58, valor que queda a criterio del

investigador.

e = Limite aceptable de error muestral que, generalmente cuando no se tiene su valor,
suele utilizarse un valor que varia entre el 1% (0,01) y 9% (0,09), valor que queda a

criterio del encuestador.


http://www.monografias.com/trabajos14/nuevmicro/nuevmicro.shtml

3.3 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Para la recoleccion de datos empleamos como técnica la observacion.

El instrumento que se utilizo fue el sistema AS400 y el consentimiento informado para

obtener la historia clinica del paciente.

3.4 TECNICAS PARA EL ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Técnicas estadisticas: Utilizamos el paquete Excel para elaborar las graficas

correspondientes a los datos estadisticos obtenidos de nuestra investigacion.

Técnicas légicas: Empleamos el analisis interpretativo para explicar detalladamente las

tablas y graficas estadisticas obtenidas de nuestro proyecto investigativo.



3.5. EXPOSICION DE RESULTADOS

TABLA 1-1: GRUPO ETARIO EN PACIENTES CON VIH/SIDA

GRUPO

ETARIO CANTIDAD PORCENTAJE
20 a 50 85 78%
50a 80 24 22%
TOTAL 109 100%

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

GRAFICO 2.18: GRUPO ETARIO EN PACIENTES CON VIH/SIDA

GRUPO ETARIO EN PACIENTES CON
VIH/SIDA

y

20a50 m50a80

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

Interpretacion: los resultados muestran que el 78% de los pacientes con VIH/SIDA

comprenden de 20 a 50 afios, el 22% comprenden a pacientes de 50 a 80 afios.

Anélisis: De los 109 pacientes estudiados, el porcentaje mayor lo conforman la poblacion

de adultos jovenes de 20 a 50 afios, debido a su vida sexual activa y reproductiva.
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TABLA 2-1: GENERO EN PACIENTES CON VIH/SIDA

GENERO CANTIDAD PORCENTAJE
MASCULINO 99 91%
FEMENINO 10 9%

TOTAL 109 100%

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

GRAFICO 2.19: GENERO DE PACIENTES CON VIH/SIDA
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VIH/SIDA

%
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Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

Interpretacion: De 109 de los pacientes con VIH/SIDA muestran que el 91% son
hombres y el 9% son mujeres.

Analisis: se puede observar que la enfermedad de VIH/SIDA se presenta con mayor
incidencia en el género masculino tomando en cuenta que la mayoria estd conformado

por homosexuales.
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TABLA 3-1: TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL EN PACIENTES CON
VIH/SIDA

TRATAMIENTO

ANTIRRETROVIRAL CANTIDAD PORCENTAJE

TERAPIA ANTIRRETROVIRAL 108 99%
SIN TERAPIA ANTIRRETROVIRAL |1 1%
TOTAL 109 100%

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

GRAFICO 2.20: TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL EN PACIENTES CON
VIH/SIDA

TRATAMIENTO
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99%

TERAPIA ANTIRRETROVIRAL m SIN TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia
Interpretacion: en cuanto al tratamiento antirretroviral de nuestra poblacion, el 99%
de los pacientes reciben tratamiento antirretroviral y el 1 % de los pacientes no reciben

tratamiento antirretroviral

Analisis: podemos apreciar que de los 109 de la poblaciéon estudiada, la mayoria
corresponde a los pacientes que reciben tratamiento antirretroviral, por lo que su

sistema inmunoldgico es bajo, mientras que el 1 % no reciben tratamiento antirretroviral.
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TABLA 4-1: CANTIDAD DE CD4 DE LOS PACIENTES CON VIH/SIDA

CDh4 CANTIDAD [PORCENTAJE
MENOR A 200 20 18%
MAYOR A 200 89 82%

TOTAL 109 100%

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

GRAFICO 2.21: CANTIDAD DE CD4 EN PACIENTES CON VIH/SIDA

CANTIDAD DE CD4 EN PACIENTES
CON VIH/SIDA

‘ 18%

MENOR A200 ®™ MAYOR A 200

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

Interpretacion: los CD4 de los pacientes en estudio, representa el 82% mayor a 200,

el 18% menor a 200.

Analisis: se observa que el 18% de los pacientes se encuentran en inmunosupresion

debido al contaje menor a 200 de linfocitos TCD4.
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TABLA 5-1: ESTADIO EN PACIENTES CON VIH/SIDA

ESTADIO ( VIH/SIDA) CANTIDAD |PORCENTAJE
MENOR A 200 20 18%

MAYOR A 200 89 82%

TOTAL 109 100%

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

GRAFICO 2.22: ESTADIO DE LOS PACIENTES CON VIH/SIDA
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Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

Interpretacion: En el estadio, el 82% es mayor a 200 CD4, representa la cantidad de

pacientes con VIH y el 18% menor a 200 CD4 son pacientes con SIDA.

Analisis: Se demuestra que 18% de los pacientes estudiados estan en etapa de SIDA con
mayor riesgo a contraer enfermedades oportunistas y que este evolucione a enfermedades
sistémicas por hongos, mientras tanto que el 82% puede contraer enfermedad oportunista

pero su sistema inmune la puede combatir con mayor facilidad.
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TABLA 6-1: CARGA VIRAL EN PACIENTES CON VIH/SIDA

CARGA VIRAL CANTIDAD |PORCENTAJE
MENOR A 1.000 84 771%

1000 a 10.000 1 1%

10.000 a 100.000 16 15%

MAYOR A 100.000 8 7%

TOTAL 109 100%

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

GRAFICO 2.23: CARGA VIRAL DE LOS PACIENTES CON VIH/SIDA

CARGA VIRAL EN PACIENTES CON
VIH/SIDA
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Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

Interpretacion: el 77% su carga viral es menor a 1000, el 15% esté representado de
10000 a 100000, mientras tanto el 7% corresponde a la cifra mayor a 100000 y el 1% es
de 1000 a 10000.

Analisis: se observa que el 77% de los pacientes presentan una carga viral menor a 1000
por ende la cantidad de virus es indetectable, y a su vez tiene menor capacidad de ser
infectante en relacion con los antes ya mencionados.
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TABLA 7-1: MICROORGANISMOS AISLADOS

PACIENTES CON VIH/SIDA

EN MUESTRAS

MICROORGANISMO CANTIDAD PORCENTAJE
C. ALBICANS 87 80%
C. GLABRATA 6 6%
C. TROPICALIS 7 6%
C. PARAPSILOSIS 2 2%
C. GUILLIERMONDII 7 6%
TOTAL 109 100%

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia
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GRAFICO 2.24: MICROORGANISMOS ASILADOS EN MUESTRAS DE
PACIENTES CON VIH/SIDA

MICROORGANISMO AISLADOS EN
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VIH/SIDA

C. ALBICANS m C. GLABRATA m C. TROPICALIS
M C. PARAPSILOSIS C. GUILLIERMONDII

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

Interpretacion: de los microorganismos aislados 80 % de C. Albicans, el 7% Candida
Tropicalis, el 7% de C. guilliermondii, el 6% de C. Glabrata, el 2% lo conforma la C.

Parapsilosis.

Andlisis: el microorganismo aislado que ha prevalecido en los pacientes de estudio es la

C. Albicans ya que es el principal comensal del tubo digestivo del humano.
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TABLA 8-1: SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA AL FLUCONAZOL EN
PACIENTES CON VIH/SIDA

FLUCONAZOL CANTIDAD |PORCENTAJE
SENSIBILIDAD 109 100%
RESISTENCIA 0 0%

TOTAL 109 100%

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

GRAFICO 2.25: SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA AL FLUCONAZOL EN
PACIENTES CON VIH/SIDA

SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA AL
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Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

Interpretacion: de los 109 pacientes, el 100% corresponde a la sensibilidad de los
microrganismo hacia el fluconazol y el 0% corresponde a la resistencia hacia el

fluconazol.

Anélisis: se evidencia que todos los microorganismos aislados son sensibles al fluconazol

ya que el antimicotico presento buen espectro de accion.
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TABLA 9-1: SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA AL VORICONAZOL EN
PACIENTES CON VIH/SIDA

VORICONAZOL CANTIDAD |PORCENTAJE
SENSIBILIDAD 109 100%
RESISTENCIA 0 0%

TOTAL 109 100%

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

GRAFICO 2.26: SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA AL VORICONAZOL EN
PACIENTES CON VIH/SIDA
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Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Maricela chacha y Miryan Tapia

Interpretacion: de los 109 pacientes, el 100% corresponde a la sensibilidad de los
microrganismo hacia el voriconazol y el 0% corresponde a la resistencia hacia el

fluconazol.

Anélisis: se evidencia que todos los microorganismos aislados son sensibles al

voriconazol ya que el antimicotico present6 buen espectro de accion.
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3.6 COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

La hipdtesis en estudio es verdadera, ya que se demostro que se puede seguir tratando con
fluconazol como primera eleccién a los pacientes que presentan Candidiasis orofaringea,
debido a que se comprobd que hay 100% de sensibilidad y nula resistencia en estas

especies con relacion al farmaco.



CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1 CONCLUSIONES

Mediante el sistema AS-400, se establecio el analisis de las historias clinicas de
los pacientes donde se conocid el estadio VIH o SIDA del paciente tomando en
cuenta la cantidad de linfocitos T CDA4.

Por medio de la prueba del antifungigrama, se determind la resistencia y
sensibilidad que las muestras en estudio presentaron al fluconazol y voriconazol,
permitiéndonos observar claramente los halos de suceptibilidad que presentaron
ante estos antimicaticos.

De los resultados obtenidos mediante los datos estadisticos, se concluy6 que los
hongos aislados presentaron 100% de sensibilidad tanto al fluconazol como el
voriconazol in vitro, lo que determina que el tratamiento antimicético que

recibieron estos pacientes era el indicado.

4.2 RECOMENDACIONES

En vista de los resultados obtenidos de los pacientes en estudio se recomienda
administrar como primera opcién el fluconazol para infecciones oportunistas
producidas por Candida, debido a su bajo costo y amplio espectro de accién.
Para un mejor control de dosificacion médica, es recomendable realizar la prueba
del antifungigrama mediante el método de microdilucion ya que permite
determinar cuantitativamente la concentracion minima inhibitoria de los
antifangicos.

A pesar de que algunos pacientes mostraron resistencia in vivo, nuestro estudio
demostré el 100% de sensibilidad in vitro de los microorganismos aislados, por
lo tanto se recomienda realizar un seguimiento para evaluar la causa de la
resistencia.

A pesar que el tratamiento antifungico lo realizan de forma inmediata nuestra
recomendacion es que se deberia iniciar la terapia antifungica luego de realizar

la prueba del antifungigrama para obtener resultados precisos y eficaces
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ANEXOS

&
ESS INSTITUTO ECUATORIANO DE SEGURIDAD SOCIAL
HOSPITAL “CARLOS ANDRADE MARIN”
Coordinacion General de Investigacion
Ayacucho y 18 de Septiembre — Teléfono 2944200 ext. 22-47

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

N W) v R ,de ....... afios
de edad y con cédula de identidad n°® ......................... , manifiesto que ha sido
informado/a sobre los beneficios que podria suponer la toma de muestra secrecion
faringea, para cubrir los objetivos del Proyecto de Investigaciéon titulado: <
DETERMINACION DE LA RESISTENCIA Y SENSIBILIDAD DE CANDIDA AL
FLUCONAZOL EN MUESTRAS DE SECRECION FARINGEA EN EL
HOSPITAL “CARLOS ANDRADE MARIN” DURANTE EL PERiODO DE
ENERO A JUNIO DEL 2015”. Con el fin de mejorar los resultados clinicos de los
pacientes.

He sido también informado/a de que mis datos personales seran protegidos con las

garantia del Codigo de Etica Médica del Ecuador.

He sido informado/a de que el material bioldgico que cedo sera utilizado exclusivamente
con finalidad de investigacion sin &nimo de lucro, o bien hacerlo constar asi en un escrito

firmado por el cedente.

Tomando ello en consideracion, DOY MI CONSENTIMIENTO a que esta toma tenga

lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el proyecto.

Quito, a ...... .de ............. , del 2015.



FIRMAS

Su firma en este formulario indica que usted comprendié satisfactoriamente sobre la
informacion de su participacion en el proyecto de investigacion y esta de acuerdo en
participar, de ninguna manera renuncia a sus derechos legales ni libera a los
investigadores o instituciones participantes de sus responsabilidades legales y

profesionales.

Si desea hacer preguntas més tarde sobre este estudio por favor péngase en contacto
con: Maricela Chacha al 0986704175 y Myrian Tapia al 0999138155

Nombre del paciente Firma y fecha del paciente
Nombre del investigador Firma y fecha del investigador
Nombre del testigo Firma y fecha del testigo

El comité de Investigacion del Hospital Carlos Andrade Marin ha aprobado este estudio

de investigacion.

Una copia firmada de este consentimiento se le proporcionara a usted para que lo conserve
como respaldo del estudio que le estamos realizando.

Titulo del estudio: “DETERMINACION DE LA RESISTENCIA Y SENSIBILIDAD DE
CANDIDA AL FLUCONAZOL EN MUESTRAS DE SECRECION FARINGEA EN
PACIENTES CON VIH/SIDA EN EL HOSPITAL “CARLOS ANDRADE MARIN”
DURANTE EL PERIODO DE ENERO A JUNIO DEL 2015”.

RETRACCION

Nombre del paciente Firma y fecha del paciente



Fotografia 1: Revision de las historias clinicas mediante el sistema AS-400

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha

Fotografia 2: Agar Mueller Hinton

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha
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Fotografia 3: Discos de sensibilidad de fluconazol y voriconazol

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha

Fotografia 4: Preparacion de agares

s

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin’

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha
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Fotografia 5: Preparacion de solucion salina

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha

Fotografia 6: Plaqueamiento de agares

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha
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Fotografia 7: Aislamiento de muestras faringeas en agar Saboraoud

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha

Fotografia 8: Crecimiento de levaduras (Candida)

I,‘

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha
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Fotografia 9: ATCC de Candidas

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha

Fotografia 10: Preparacion del inéculo

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha
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Fotografia 11: Inoculacion de placas

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha

Fotografia 12: Colocacion de los discos de sensibilidad

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”
Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha
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Fotografia 13: Observacién de los halos de inhibicién

Fuente: Datos recopilados del Laboratorio Clinico del Hospital “Carlos Andrade Marin”

Elaborado por: Myrian Tapia y Maricela Chacha
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