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RESUMEN

La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una patologia del tracto genital femenino
causada por levaduras, principalmente pertenecientes al género Candida. La especie
aislada con mayor frecuencia es Candida albicans, seguida de Candida glabrata, aunque
en los Ultimos afios se observa un aumento en la frecuencia de aparicion de otras
especies no - C. albicans.

Esta micosis permanece sin resolucion, aun en los tiempos que corren, y se vuelve
recurrente debido a fallas en los tratamientos.

Aunque la CVV no esta asociada a mortalidad, su elevada morbilidad la convierte
en una de las principales causas de alteracion en la vida sexual, afectiva y psicologica
de las mujeres. La CVV no resuelta puede complicarse en enfermedad inflamatoria
pélvica, infertilidad, embarazo ectdpico, absceso pélvico, aborto espontaneo y trastornos
menstruales, lo que implica también costos econdémicos directos e indirectos.

A pesar de contar con distintas drogas antifingicas para el tratamiento de esta
micosis, no siempre son efectivas, se suele desarrollar resistencia postratamiento. En
general, los antifingicos presentan efectos colaterales e indeseables, lo que conlleva a
restricciones de uso en determinadas pacientes.

La busqueda de nuevas moléculas es un area de investigacion en expansion. En
este sentido, el uso de productos naturales obtenidos de plantas se presenta como una
alternativa potencial, ya que en distintos estudios se evidencia menor toxicidad y en
algunos casos, actividad antifungica de amplio espectro. La perspectiva de obtener un
antifangico etnofarmacoldgico natural y econdémico, con escasos 0 hulos efectos
secundarios es un desafio a futuro.

La planta de llex paraguariensis St Hilarie, llamada popularmente “yerba mate” se
produce y cultiva en Misiones y nordeste de Corrientes, Paraguay, sur de Brasil y
Uruguay. La planta fue utilizada por los aborigenes que conocian sus numerosas
virtudes, ya que formaba parte de sus habitos y su dieta, la consumian como estimulante
natural y por sus propiedades medicinales.

En las hojas de la planta se encuentra un alto contenido de componentes
bioactivos: saponinas, polifenoles y xantinas. Se le atribuyen propiedades antioxidantes,

anticarcinogénicos, hipoglucemiante, antiobesidad, hipocolesterolémicos,
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antihipertensivos, cardioprotectores, antiinflamatorios, antibacterianos, antifingicos,
antivirales y antiparasitarios, entre los mas estudiados.

Teniendo en cuenta las propiedades de la yerba mate como antimicrobiano, en
este trabajo nos planteamos como objetivo: determinar y comparar la actividad
antifangica in vitro de extractos acuosos obtenidos de hojas de |. paraguariensis y de
antifingicos convencionales frente a especies de Candida aisladas de pacientes con
CVV.

Se trabaj6é con una muestra de 139 cepas de hongos levaduriformes aislados de
CVV de mujeres en edad reproductiva, residentes en la Ciudad de Posadas, Misiones.
Las levaduras fueron identificadas fenotipica y molecularmente.

Se evalud la sensibilidad in vitro mediante la determinacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) y por difusibn en agar, de acuerdo a los documentos de
referencia EDef. 7.3.2 del EUCAST y M44 3er ed. del CLSI, respectivamente. Se
evaluaron los antifungicos fluconazol, itraconazol, clotrimazol y nistatina, y extractos
acuosos de yerba mate (EAHYM). Para los ensayos por difusion en agar se utilizaron
discos y tabletas comerciales cargados con antifiungicos y cargados con EAHYM en el
laboratorio.

Se calcularon los porcentajes de concordancia entre el método de referencia por
dilucion y el método por difusidn en agar para las combinaciones antifiungico/levadura
gue contaban con puntos de corte clinicos.

Se obtuvo la siguiente distribucion de especies en orden de frecuencia: C. albicans
sensu stricto, C. grabrata sensu stricto, C. tropicalis, C. parapsilosis sensu stricto, C.
nivariensis, C. metapsilosis, C. krusei y Saccharomyces cerevisiae. Con las técnicas
fenotipicas no fue posible identificar a las especies cripticas.

Para C. albicans y C. tropicalis, el antifangico mas activo fue el fluconazol con un
94,6 % y 83,3 % de cepas sensibles, respectivamente. Mientras que para C. parapsilosis
el 100 % result6 sensible al itraconazol y el 66,7 % fue sensible al fluconazol.

Para el clotrimazol y la nistatina no fue posible categorizar a los aislados debido a
gue aun no se definieron puntos de corte clinico. El clotrimazol inhibié el desarrollo del
92,8 % de las cepas en estudio con un valor de CIM < 0,06 ug/mL, mientras que la

nistatina inhibié al 100 % de las cepas con un valor de CIM < 2 pug/mL.
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Para S. cerevisiae, se obtuvieron valores bajos de CIM para el itraconazol y el
clotrimazol, <0,25 pg/mL y <0,06 pg/mL, respectivamente. Mientras que para el
fluconazol y la nistatina los valores de CIM fueron <4 ug/mL y <2 ug/mL, respectivamente.

Al evaluar el fluconazol, los porcentajes de concordancia con C. albicans y C.
tropicalis, tanto con los discos, como con las tabletas, fueron en promedio un 86,1 %
para los tres reactivos. El menor porcentaje de concordancia fue para las especies del
complejo C. glabrata con un 67 %, 33,3 %y 75 % para las tabletas, disco Malbran y disco
Oxoid, respectivamente.

Con las especies del complejo C. parapsilosis el porcentaje de concordancia fue
relativamente bajo, 75 %, 50 % y 50 %, para las tabletas, disco Malbran y disco Oxoid,
respectivamente.

El mayor porcentaje de discrepancias muy mayores con fluconazol se obtuvo con
los discos Malbran para las especies no-C. albicans (22,2 %), seguido por los discos
Oxoid (13,8 %).

Para el itraconazol, el porcentaje de concordancia fue del 75 % a excepcion de C.
tropicalis que mostro un 100 % de discrepancias menores.

Con respecto al EAHYM, se observé un rango amplio de valores de CIM para las
especies de Candida (0,78 mg/mL a 400 mg/mL). Mientras que para S. cerevisiae la
inhibicion se alcanzo6 con valores de CIM < 6,25 mg/mL.

No obtuvimos resultados satisfactorios cuando evaluamos a los EAHYM por
difusién en agar.

A la fecha, comunicamos el primer aislamiento de las especies cripticas C.
nivariensis y C. metapsilosis de como agentes de vulvovaginitis en Argentina.

Pudimos comprobar que existe actividad inhibitoria in vitro del EAHYM frente a
especies de Candida y S. cerevisiae.

Este trabajo constituye un primer aporte al conocimiento de la actividad inhibitoria
de EAHYM sobre especies de Candida y S. cerevisiae aisladas de pacientes con
vulvovaginitis y evaluada por un método de referencia. Comprobamos la potencial
utilidad de este producto vegetal de importancia regional y nos alienta a continuar

trabajando en esta linea de investigacion.

Palabras clave: Actividad antifungica, extractos acuosos. llex paraguariensis, candidiasis

vulvovaginal.
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Vulvovaginal candidiasis (CVV) is a pathology of the female genital tract caused

by yeasts, mainly belonging to the genus Candida. The most frequently isolated species
is Candida albicans, followed by Candida glabrata, although in recent years there has
been an increase in the frequency of appearance of other non-C. albicans species.

This mycosis remains without resolution, even in current times, and becomes recurrent
due to treatment failures.

Although CVV is not associated with mortality, its high morbidity makes it one of
the main causes of alteration in sexual, affective and psychological life in women.
Unresolved CVV can be complicated by pelvic inflammatory disease, infertility, ectopic
pregnancy, pelvic abscess, spontaneous abortion, and menstrual disorders, which also
entail direct and indirect economic costs.

Despite having different antifungal drugs for the treatment of this mycosis, they
are not always effective, post-treatment resistance usually develops. In general,
antifungals present undesirable side effects, which leads to restrictions on their use in
certain patients.

The search for new molecules is an expanding research area. In this sense, the
use of natural products obtained from plants is presented as a potential alternative, since
different studies show less toxicity and in some cases, broad spectrum antifungal activity.
The prospect of obtaining a natural and inexpensive ethnopharmacological antifungal
with few or no side effects is a future challenge.

The llex paraguariensis St.Hilarie plant, popularly called “yerba mate”, is
produced and cultivated in Misiones and northeast of Corrientes, Paraguay, southern
Brazil and Uruguay. The plant was used by the aborigines who knew its many virtues,
since it was part of their habits and their diet; they consumed it as a natural stimulant and
for its medicinal properties.

There is a high content of bioactive components in the leaves of the plant:
saponins, polyphenols and xanthines. Antioxidant, anticarcinogenic, hypoglycemic,
antiobesity, hypocholesterolemic, antihypertensive, cardioprotective, anti-inflammatory,
antibacterial, antifungal, antiviral and antiparasitic properties are attributed to it, among

the most studied.
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Taking into account the properties of yerba mate as an antimicrobial, in this study
we set ourselves the objective: to determine and compare the in vitro antifungal activity
of aqueous extracts obtained from leaves of |. paraguariensis and conventional
antifungals against Candida species isolated from patients with CVV.

We worked with a sample of 139 strains of yeast fungi isolated from CVV from women of
reproductive age, residing in the city of Posadas, Misiones. Yeasts were phenotypically
and molecularly identified.

In vitro, sensitivity was evaluated by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) and by diffusion in agar, according to the reference documents EDef.
7.3.2 of the EUCAST and M44 3rd ed. of the CLSI, respectively. The antifungals
fluconazole, itraconazole, clotrimazole and nystatin, and aqueous extracts of yerba mate
(EAHYM) were evaluated. Commercial disks and tablets loaded with antifungal and
loaded with EAHYM were used in the laboratory for agar diffusion tests.

The percentages of agreement between the dilution reference method and the agar
diffusion method were calculated for antifungal / yeast combinations that had clinical cut-
off points.

The following distribution of species was obtained in order of frequency: C.
albicans sensu stricto, C. grabrata sensu stricto, C. tropicalis, C. parapsilosis sensu
stricto, C. nivariensis, C. metapsilosis, C. krusei and Saccharomyces cerevisiae. Using
phenotypic techniques, it was not possible to identify cryptic species.

For C. albicans and C. tropicalis, the most active antifungal was fluconazole with
94.6% and 83.3% of susceptible strains, respectively. While for C. parapsilosis el 100%
was sensitive to itraconazole and 66.7% was sensitive to fluconazole.

For clotrimazole and nystatin it was not possible to categorize the isolates
because clinical cut-off points have not yet been defined. Clotrimazole inhibited the
development of 92.8% of the study strains with a MIC value < 0.06 pg / mL, while nystatin
inhibited 100% of the strains with a MIC value <2 pg / mL.

For S. cerevisiae, low MIC values were obtained for itraconazole and
clotrimazole, < 0.25 ug / mL and < 0.06 ug / mL, respectively. While for fluconazole and
nystatin the MIC values were <4 pg / mL and < 2 ug / mL, respectively.

When evaluating fluconazole, the percentages of agreement with C. albicans
and C. tropicalis, both with the discs and with the tablets, averaged 86.1% for the three

reagents. The lowest percentage of agreement was for the species of the complex
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C. glabrata with 67 %, 33.3 % and 75 % for the tablets, Malbran disk and Oxoid
disk, respectively.

With the species of the complex C. parapsilosis the percentage of
concordance was relatively low, 75 %, 50 % and 50 %, for the tablets, Malbran
disk and Oxoid disk, respectively.

The highest percentage of much larger discrepancies with fluconazole
was obtained with Malbran discs for non-C albicans species. (22.2 %), followed
by Oxoid discs (13.8%).

For itraconazole, the percentage of agreement was 75 % with the
exception of C. tropicalis which showed 100 % minor discrepancies.

With respect to EAHYM, a wide range of MIC values was observed for Candida
species (0.78 mg / mL a 400 mg / mL). While for S. cerevisiae, inhibition was
achieved with MIC values < 6.25 mg / mL.

We did not obtain satisfactory results when we evaluated EAHYM by
agar diffusion.

To the date, we report the first isolation of the cryptic species C.
nivariensis and C. metapsilosis from as agents of vulvovaginitis in Argentina.
We were able to verify that there is in vitro inhibitory activity of EAHYM against
Candida species and S. cerevisiae.

This work constitutes a first contribution to the knowledge of the
inhibitory activity of EAHYM on Candida species and S. cerevisiae isolated from
patients with vulvovaginitis and evaluated by a reference method. We verify the
potential utility of this plant product of regional importance and it encourages us

to continue working in this line of research.

Keywords: antifungal activity, aqueous extracts. llex paraguariensis, vulvovaginal
candidiasis.
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1- CANDIDIASIS VULVOVAGINAL

La infeccion vaginal por especies del género Candida, conocida como
candidiasis vulvovaginal (CVV), constituye una enfermedad inflamatoria aguda y
una razén frecuente de consulta ginecoldgica. El género Candida incluye cerca
de trescientas especies; entre las cuales, s6lo una minoria esta asociada a
candidiasis humana (Lachance, 2011).

El principal agente etioldgico de la CVV es el hongo levaduriforme
Candida albicans, seguido por Candida glabrata. Esta enfermedad es la segunda
causa mas comun de infecciones vaginales, precedida por las vaginosis
bacterianas (Alsina, 2016; Miro, 2017; Sanchez-Martin, 2019).

La CVV es generalmente secundaria a condiciones fisiologicas alteradas
gue determinan disminucion de la inmunidad local (Pradenas, 2014; Otero, 2018;
Sanchez-Martin, 2019).

Esta micosis afecta al 75 % de las mujeres en edad reproductiva al menos
una vez en su vida, y entre 40 y 45 % podra presentar dos o mas episodios en
su vida. Se estima, ademas, que un 10-20 % de las mujeres no gestantes son
portadoras asintomaticas, principalmente las que reciben alimentacién rica en
hidratos de carbono (Miro, 2017; Ardizzoli, 2018; Sherrard, 2018).

La forma recurrente de esta micosis, conocida como CVV recurrente
(CVVR) se define por la presencia de al menos cuatro episodios sintomaticos en
un periodo de doce meses (Sobel, 2016).

En una revision bibliogréfica reciente se estim6 que la CVVR afecta
aproximadamente a 138 millones de mujeres en el mundo (Denning, 2018).

La CVV no es una enfermedad de reporte obligatorio, por lo tanto, no solo
se desconoce su incidencia, sino también, muchas veces los diagndsticos son
erroneos ya que solo se basan en los signos clinicos de las pacientes sin
confirmacion de laboratorio.

La infeccidn se presenta principalmente en mujeres en edad reproductiva
(20 a 40 afos), es estrégeno-dependiente, aunque en los Ultimos afios se
observa un aumento de casos en adolescentes y en menores de edad (Giusiano,
2009; Perurena Lancha, 2016; Pineda Murillo, 2017).

Tesis doctoral Bgca.Miriam Estela Chade



INTRODUCCION

Aunque la CVV no esta asociada a mortalidad, la morbilidad asociada la
convierte en una de las principales causas de alteracion en la vida sexual,
afectiva y psicoldgica de las mujeres, y en muchos casos, con impacto negativo
en el rendimiento laboral. La CVV es también asociada con los costos
economicos directos e indirectos.

Particularmente, cuando la CVV no es tratada puede complicarse en
enfermedad inflamatoria pélvica, infertilidad, embarazo ectépico, absceso

pélvico, aborto espontaneo y trastornos menstruales (Pineda Murillo, 2017).

1.1- Agentes etioldgicos

Candida es un hongo levaduriforme dimorfo que puede encontrarse en
dos diferentes estados. Las blastosporas son las estructuras de reproduccion
asexual que aseguran la diseminacion y transmision de la levadura; estarian
asociadas con las colonizaciones asintométicas. Por otro lado, los micelios son
las formas germinativas con capacidad invasora tisular (Barrenetxea Ziarrusta,
2002).

En el tracto genital femenino, la microbiota local, principalmente
compuesta por bacilos grampositivos del género Lactobacillus es la encargada
de regular el crecimiento de los distintos microorganismos que cohabitan en
delicado equilibrio.

La regulacion de Lactobacillus sobre el desarrollo de la microbiota la
realiza gracias a la produccion de compuestos antimicrobianos (peréxido de
hidrégeno, acido lactico y sustancias tipo bacteriocinas), y por la competencia
por los sitios de adhesidn al epitelio vaginal. Parolin et al., observé que diferentes
especies de Lactobacillus presentaban actividad fungicida y fungistatica contra
C. albicans (Parolin, 2015).

1.2- Factores predisponentes

La biota microbiana vaginal comensal juega un rol importante en la
proteccion contra posibles infecciones. Se puede presentar vulvovaginitis
cuando se compromete la inmunidad o los mecanismos locales de defensa, entre
los que destacan diabetes mellitus, los altos contenidos en glucosa favorecen la
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colonizacion del tracto genital, embarazo, los altos niveles de hormonas
reproductivas incrementan el contenido de glucdgeno en las células epiteliales
vaginales, lo que proporciona una abundante fuente de carbono para Candida.

La CVV es estrogeno-dependiente, se ha demostrado que el estrégeno
aumenta la adherencia del hongo a la superficie de las células que conforman
este tracto mucoso. Es por ello que el uso de anticonceptivos orales con alto
contenido de estrégenos favorece al sobrecrecimiento del patégeno.

Otro hecho que muestra la importancia de las hormonas de la
reproduccién en la presentacion de la enfermedad es que la aparicién de la CVV
rara vez ocurre antes de la menarquia o posteriormente a la menopausia.

Otros factores predisponentes son la obesidad, el uso de antibiéticos o
corticoides durante largos periodos, asi como cualquier tratamiento
inmunosupresor, como también uso de ropa interior de fibras sintéticas, habitos
de higiene, entre otros (Lépez Martinez, 1995; Lopez Alvarez, 2005; Negroni, 2008;
Pradenas, 2014).

En la mujer no embarazada, la presencia de vulvovaginitis se asocia a un
mayor riesgo de infeccidn del tracto genital superior e infecciones de transmision
sexual, asi como la infeccion por VIH. La mayor parte de las recaidas se
producen como consecuencia de la disminucién de la inmunidad local de la
vagina (Enache-Angoulvant, 2007; Aleman Mondeja, 2010; Pradenas, 2014; Miro,
2017).

1.3- Patogenia- Signos clinicos

Algunas especies del género Candida son comensales de la mucosa
vaginal, en determinadas circunstancias esta biota comensal puede evolucionar
a agente causal de vulvovaginitis, pasando del estado de colonizaciéon y
adhesién de Candida a la piel 0 mucosa, al de penetracidén transmucosa y barrera
epitelial con la consiguiente manifestacion de infeccion local. Los signos clinicos
y sintomas no suelen ser especificos y pueden confundirse con otras patologias
del tracto vaginal (Miro, 2017).

Las caracteristicas principales son prurito y ardor vaginal, los que se
pueden exacerbar luego de la actividad sexual o durante la miccion. Un signo
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presente en la mayoria de los casos es la presencia de flujo vaginal blanco, sin
olor, espeso, similar a leche cortada o cuajada, que se desprende en forma facil
de las paredes vaginales.

Por sus caracteristicas, esta enfermedad es preocupante por la
recurrencia de los sintomas y por la naturaleza refractaria a los tratamientos

convencionales (Puig, 2003, Pradenas, 2014; Sobel, 2015; Miro, 2017; Sanchez-
Martin, 2019).

1.4- Distribucion de especies

EL agente causal de la CVV, corresponde al complejo C. albicans en un
85 y un 95 % de los casos, en segundo lugar, le sigue el complejo C. glabrata y
con menor frecuencia el complejo Candida parapsilosis y Candida tropicalis

(Garcia Heredia, 2006; Negroni, 2008; Kenedy, 2010; Marchaim, 2012; Gémez Moyano,
2013; Diaz, 2016; Nava Memije, 2016; Miro, 2017; Gil Febres, 2017).

La CVV producida por estas especies es clinicamente indistinguible de la
causada por C. albicans, no obstante, es importante identificarlas correctamente
ya que en los Ultimos afios se observa un aumento en la prevalencia
acompafado de resistencia a los antifungicos utilizados en el tratamiento

habitual (Garcia Heredia, 2006; Negroni, 2008; Kenedy, 2010; Marchaim, 2012; G6mez
Moyano, 2013; Carrillo Mufioz, 2015; Diaz, 2016; Miro 2017).

1.4.1- Complejo Candida albicans

El complejo C. albicans estd formado por C. albicans sensu stricto (C.
albicans s. s), Candida dubliniensis y Candida africana. Estas especies de
levaduras son indistinguibles por métodos de identificacion fenotipica ya que
comparten las mismas caracteristicas morfo-fisiolégicas, por lo tanto, la
identificacién definitiva se realiza mediante estudios de ADN o por
espectrometria de masas (MALDI-TOF). (Taverna, 2019).

C. albicans s. s es el principal agente etioldgico de la CVV, mientras que
C. dubliniensis y C. africana se presentan en muy baja frecuencia (0,2-2 %)
(Hazirolan, 2017; Naeimi, 2018; Hashemi, 2019).
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Ademas de la formacion de blastoconidios, C. albicans s. s puede formar
estructuras caracteristicas de su micelio vegetativo tales como pseudohifas e
incluso hifas verdaderas y clamidoconidios, estas estructuras no estan presentes
en C. africana.

En la Tabla 1 se muestran las principales caracteristicas de las especies del

complejo C. albicans (Kurtzman, 2011).

Tabla 1. Caracteristicas morfo-fisiol6gicas de las especies del complejo C. albicans

Candida albicans Candida dubliniensis Candida africana
Caracteristicas CBS 562 CBS 7987 CBS 8781

Crecimiento (37 °C) + + +
SDA + cicloheximida (25 °C) + + +
SDA (37 °C) + + +
YPD (30 °C) + + +
YPD (42 °C) + v B}
Agar tabaco (pigmento

marrén) - + -
Tubos germinales + + +
Ureasa (25 °C) - - R
Ascosporas - - -
Clamidosporas + . _
Pseudohifas + + -

SDA: Agar Sabouraud dextrosa; YPD: extracto de levadura, peptona, dextrosa; V: variable
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C. albicans s.s forma parte de la biota mucocutanea gastrointestinal y
genitourinaria, se comporta como oportunista, y segun las condiciones
predisponentes del hospedero puede comportarse como patdgeno (De la Calle
Rodriguez, 2012).

En la actualidad, los conocimientos adquiridos sobre el comportamiento
de este hongo, sus factores de virulencia y las respuestas inmunoldgicas de
parte del hospedero han permitido comprender los mecanismos de accién en las

distintas micosis que produce (Miro, 2017).

1.4.1.1.- Factores de virulencia
La manifestacion de factores de virulencia durante los procesos de
invasion e infeccidn tisular se evidencian con distintos eventos relacionados con
la morfogénesis y la expresion de moléculas, entre otros (Miro, 2017).
A continuacién, mencionamos brevemente los principales factores de

virulencia.

1.4.1.1.a- Cambio de la fase levaduriforme a fase hifal
La transicion de la fase de levadura a la fase hifal (dimorfismo) es
considerado como el factor de virulencia mas importante de C. albicans y esta
regulado por genes que codifican para distintos factores que permiten aumentar
la virulencia y la evasion de la respuesta inmune del hospedero (De la Calle
Rodriguez, 2012; Miro, 2017).

1.4.1.1.b- Adhesinas

Son biomoléculas que promueven la unién a las células hospederas y a
sus ligandos. Existe un grupo de adhesinas codificado por la familia de genes
ALS (Agglutinin - Like Sequence), en particular la ALS3, que transcriben ocho
proteinas de la superficie celular ligado a glicosilfosfatidilinositol (GPI) que
facilitan la adherencia del hongo a las células epiteliales e induce la endocitosis
del organismo (Panizo, 2001; Kumamoto, 2005; De la calle Rodriguez, 2012; Miro,
2017). (Figura 1).
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Figura 1. Proteinas de superficie de Candida albicans tipo CR3 reconocen secuencias de

aminoacidos (Arginina- Glicina- Aspartato) RGD en células epiteliales. (Fuente: Panizo, 2001)

La expresion de la proteina Als3 esta regulada principalmente a nivel
transcripcional. ALS3 es un gen especifico de hifas y pseudohifas de C. albicans,
pero no por los organismos en fase de levadura (Argimon, 2007; Liu, 2011).

El analisis del promotor ALS3 revela que contiene dos regiones de
represion (R1y R2) y dos regiones de activacion (Al y A2) (Figura 2). (Liu, 2011;
De la Calle Rodriguez, 2012).

| L | 1 Az ] 1 AT 1§ Ir1] JALS3]
T ] Nrg1 /’
| Toriil\ ____j
Rfg1 Tup1 |
i_Tup‘I |
——

Figura 2. Diagrama de la regulacién transcripcional de la expresion de ALS3.
Aly A2 son regiones de activacion en el promotor de ALS3, y R1y R2 son regiones

represoras. (Liu, 2011)

Por lo tanto, a estas regiones reguladoras se les pueden unir factores de
transcripcion que activen o inhiban la expresion del ALS3. Bastidas et. al (2009)

encontraron que la expresion de ALS3 es inhibida bajo condiciones de alta
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disponibilidad de nutrientes. Esta inhibicion ocurre principalmente través de la
proteina quinasa Torl, la cual induce la expresién Nrgl y Tupl (implicados en
las regiones de represion) mientras reprime la expresion de Efgl y Bcrl

(implicados en las regiones de activacion (Bastidas, 2009; Liu, 2011).

1.4.1.1.c- Enzimas hidroliticas
La produccion de enzimas hidroliticas, entre las que se destacan
proteinasas (secretory aspartyl proteinases - Sap) y fosfolipasas (PL), se

encuentra entre los factores mas importantes de virulencia de C. albicans
(Blanco, 2010, Miro 2017).

Estas enzimas hidrolizan proteinas y fosfolipidos de la membrana celular
del hospedero favoreciendo la invasion a los tejidos (Figura 3) (Hernandez-Solis,
2014).

La expresidn de las Sap puede ser regulada por cambios en el
microambiente como el pH, la presencia de un determinado morfotipo y la etapa
del proceso infeccioso (De la Calle Rodriguez, 2012; Alburquenque, 2013; Pietrella,
2013; Miro, 2017, Lima, 2018).

En la Figura 3 se observa la relacion hifa —célula epitelial, los receptores
de membrana de la célula se unen a invasinas Hwpl, y adhesinas ALs3 y Ssal
de la hifa, que favorecen la adhesion y absorcién por parte de la célula epitelial.
La hifa también secreta la proteina Ecel como péptidos cortos, solo uno de ellos,
la candidalisina presenta actividad citolitica y se acumula en el espacio de
invasion intoxicandolo y causando disrupcion de la barrera epitelial y modulacion

de la respuesta inmune. (Moyes, 2016; Mitchell, 2016).
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Figura 3. Relacion hifa — célula huésped (Mitchell, 2016)

La invasion de los tejidos por parte de C. albicans ocurre a través de una
invasion tisular activa o por endocitosis pasiva inducida, favorecida por la Als3
de la levadura que simula acciones de proteinas de las células epiteliales
(Alburquenque, 2013).

Las células epiteliales son la barrera fisica frente a los microrganismos vy,
a través de sefales que activarian la respuesta inmune, deben diferenciar si su
comportamiento es de comensal (blastoconidios) o invasivo (hifas); a su vez, C.
albicans puede evadir esta respuesta. La invasion del microorganismo 0 su
eliminacion por parte del hospedero dependera de la interrelacion entre ambos
(Alburguenque, 2013).

1.4.1.1.d- Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas son estructuras conformadas por levaduras e hifas (en el
caso de C. albicans), dentro de una matriz extracelular compuesta por
exopolisacéaridos. Para su formacion es necesario que las levaduras se unan a
superficies vivas o inertes: latex, silicona o plastico por medio de adhesinas, que
empiecen a formar tubos germinales, que se adhieran fuertemente a las células
endoteliales y finalmente, que originen hifas, las cuales maduran dentro de la
matriz extracelular, se produce captura eficiente de nutrientes, aumento de su
tolerancia a agentes quimicos, fisicos o biolégicos. Esta comunidad microbiana
sobrevive a condiciones criticas. (De la Calle Rodriguez, 2012; Brand, 2012; del
Pozo, 2016).
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La biopelicula otorga a Candida caracteristicas que aumentan su
patogenicidad:

a) Dificulta la penetracion de los farmacos antifungicos, lo que le proporciona
resistencia.

b) Modifica la interaccion entre el hongo y la célula epitelial, esto impide el
adecuado reconocimiento y activacion de los mecanismos innatos y la
respuesta inflamatoria del hospedero.

c) Vuelve ineficientes los mecanismos inmunes de defensa y evade asi, la

respuesta del hospedero (Castrillon Rivera, 2013).

La adhesina Als3 de C. albicans es la que comienza el proceso, de alli su
importancia para trabajar en busqueda de una vacuna que ejerza su actividad

sobre su mecanismo de accién (Liu, 2011).

1.4.2.- Complejo Candida glabrata

Las levaduras del complejo C. glabrata son responsables del 10-30 % de
todas las infecciones por Candida, es considerada un patdgeno oportunista
causante de infecciones comunitarias y nosocomiales (Guinea, 2014; Giri, 2014;
Torres Rodriguez, 2015; Carrillo Mufioz, 2015).

C. glabrata (Meyer y Yarrow, 1978) es la especie-tipo, en 1917 fue
nominada por Anderson como Cryptococcus glabratus, luego en 1938 Lodder y
De Vries la reclasificaron como Torulopsis glabrata.

Se la describe como una levadura productora de colonias lisas de
consistencia blanda y de color crema, constituidas por células de 2,5-5 um X 3,5-
4,5 um de didmetro. Presentan formas individuales ovoides, incapaces de formar
pseudohifas o pseudomicelio o, como méaximo, pueden formar una cadena corta
de levaduras ovoides. La gemacion es multilateral, no produce capsula ni
artrosporas, y tampoco se han descrito esporas sexuales. Se trata de una
levadura haploide, a diferencia de C. albicans (Torres Rodriguez, 2015; Carrillo
Mufioz, 2015; Tam, 2015).

C. glabrata forma parte de la biota comensal del tracto gastrointestinal de

las personas. En la actualidad y gracias a los estudios moleculares se conoce
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gue C. glabrata forma parte del complejo C. glabrata formado por tres especies
cripticas, que son indistinguibles por su fenotipo: C. glabrata sensu stricto (C.
glabrata s. s), Candida bracarensis y Candida nivariensis, y junto Nakaseomyces
delphensis, integran el “grupo glabrata” (Gabaldon, 2013; Angoulvant, 2016;
Espinosa Pérez, 2017). Las especies del “grupo glabrata”, a excepcién de N.
delphensis son patdgenas para el ser humano.

Si bien no se conoce con precision si C. bracarensis y C. nivariensis
comparten el mismo habitat, de acuerdo a los reportes en la bibliografia, las tres
especies del complejo C. glabrata compartirian los mismos nichos colonizando
las mucosas del aparato digestivo y genital (Angoulvant, 2016).

En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas del complejo C. glabrata.

Tabla 2. Principales caracteristicas fisiologicas de las especies del complejo C. glabrata
(Angoulvant, 2016).

Candida glabrata Candida nivariensis bri?grdeiggis
Caracteristica CBS 138 CBS 9983 CBS 10154
Crecimiento (37 °C) -
SDA + cicloheximida (25 °C) - - +
SDA (37 °C) + + +
YPD (30 °C) + + +
YPD (45 °C) -
Turbidez en YPD (37 °C) +

Tubos germinales -

Ureasa (25 °C) -

Ascosporas -

Clamidosporas -

Pseudohifas -

SDA: Agar Sabouraud dextrosa; YPD: extracto de levadura, peptona, dextrosa
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1.4.2.1.- Epidemiologia del complejo C. glabrata

La incidencia de C. glabrata s.s. es mas frecuente en adultos mayores de
60 afos, y es infrecuente en recién nacidos. Los factores de riesgo
predisponentes en pacientes que sufren infecciones por C. glabrata s. s. son los
tiempos prolongados de hospitalizacion, el uso de antimicrobianos de amplio
espectro, trasplantes de o6rgano soélido y enfermedades oncohematolégicas
(Diekema, 2012). C. glabrata s. s ocupa el segundo lugar (8-11 %) después de C.
albicans s.s como agente etiolégico de CVV (Arroyo Fajardo, 2017)

Estas levaduras despiertan interés porque suelen presentar resistencia in
vitro -in vivo frente a los azoles, considerados los agentes antifingicos mas
empleados en el tratamiento de las infecciones por levaduras. (Tscherner, 2011;
Torres Rodriguez, 2015).

1.4.2.2.- Factores de virulencia de C. glabrata

El genoma de C. glabrata contiene una familia de 17-23 genes EPA, que
codifican para el glicosilfosfatidilinositol (GPI), responsables de la adherencia al
epitelio humano y a los macréfagos. Estos genes también han sido descritos,
aungue en menor cantidad, en C. bracarensis (12 genes) y en C. nivariensis (9
genes) (Bialkova, 2006; Rodriguez, 2014).

C. glabrata s. s. no produce proteasas extracelulares, aunque ese no es
un factor limitante, pues posee otras hidrolasas como las fosfolipasas que le
permiten el paso a través de la membrana de la célula huésped. C. glabrata s. s.
ademas hidroliza enlaces tipo éster en los glicerofosfolipidos, una molécula
comun de las membranas celulares humanas. Otro factor de virulencia de C.
glabrata es la capacidad de producir y liberar hemolisinas, importantes para la
incorporacion de hierro (Tam, 2015).

Ademas, puede colonizar diferentes nichos en el hospedador y para
sobrevivir y proliferar utiliza numerosos mecanismos que le permiten adaptarse
y desarrollar su actividad como patégeno. Entre los mecanismos se destaca la
capacidad de mantener la hambruna a largo plazo de carbono y hierro luego de
la fagocitosis por los macréfagos, mecanismos enzimaticos para escape de
fagolisosomas y una alta tolerancia al estrés nitrosativo y oxidativo. Este estrés
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se plantea por desafio con medicamentos antimicéticos, como también por
interacciones competitivas con otros microorganismos. (Kotaczkowska, 2016).

Con respecto a la capacidad de formar biopeliculas C. glabrata, al
contrario que C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis, no forma filamentos, por
lo que sus biopeliculas estan formadas por grupos de células levaduriformes
embebidas en la matriz extracelular, con menor biomasa y actividad metabdlica
gue las otras especies. La matriz extracelular contiene elevada cantidad de
proteinas (Del Pozo, 2016).

Ademas de C. albicans s.s y C. glabrata s.s otras especies de levaduras
pueden causar CVV, aunque en muy baja frecuencia.

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas generales de levaduras no-

Candida albicans implicadas como posibles agentes etiol6gicos (Kotaczkowska,
2016).

Tabla 3. Caracteristicas generales de las especies no-C. albicans (Kotaczkowska,
2016)

Especies
Caracteristica C. glabrata C. parapsilosis C. tropicalis
Ploidia Haploide Diploide Diploide

Factores de virulencia

Adhesinas

Familia de la EPA

Familia tipo ALS

Familia tipo ALS

Hifas/pseudohifas

Ausente

Pseudohifas

Hifas/pseudohifas

Capacidad de | Moderado/células | Alto/menos

A estructurado, Monocapa alta/
formar esféricas
biopeliculas/forma agrupadas monocapa 0 | compacta

multicapa

Principales
reguladores de Berl Bcrl, Cph2 Bcrl
biopeliculas
Proteasas Ausente SAPPLA CAPTLA
secretadas

Tesis doctoral

Bgca.Miriam Estela Chade




INTRODUCCION

Resistencia natural a la

. . Resistencia Aumento de la | flucitosina, resistencia
Resistencia a las - . . o
droaas natural/adquirida resistencia a las adquirida al fluconazol,
9 frente a los azoles equinocandinas, resistencia adquirida a

las equinocandinas

2.- Candidasis vulvovaginal recidivante/ recurrente

La CVVR se define como la ocurrencia de cuatro o mas episodios de CVV
en un mismo afo. (Sobel, 2016; Donders, 2017).

La patogénesis de la CVVR es multifactorial e incluye entre otros, factores
genéticos (predisposicion hereditaria), hormonales (diabetes no controlada), de
comportamiento (uso de determinados anticonceptivos), conductas sexuales,
etc. (Sobel, 2016).

En trabajos recientes se investiga la posible relacion entre la CVVR con
mutaciones o defectos en el sistema inmune de las pacientes. Es posible que la
presencia de mutaciones puntuales en el receptor tipo Toll 2 (TLR2) y los
polimorfismos en el gen del inflamasoma NLRP3 sean las responsables de
generar mayor predisposicion a padecer CVVR (Sobel, 2016; Miro, 2017).

La prevalencia de esta patologia se desconoce por no ser de denuncia
obligatoria y porque ademas se ve enmascarada por errores de diagnostico
(Tapia, 2012), no hay datos sobre la frecuencia de casos complicados, pero la
coexistencia con vaginosis bacteriana inespecifica ha crecido en los ultimos afios
(Ardizoli, 2018).

3.- Tratamiento de la candidiasis vulvovaginal

El tratamiento de las micosis vaginales ha sufrido una necesaria evolucion,
desde los antifungicos considerados de “"primera generacion”, derivados de
productos naturales o también de la actividad metabdlica de determinados
microorganismos, hasta los de "segunda generacion", en los que predomina la
sintesis quimica.

El tratamiento de la CVV depende en gran medida de las caracteristicas del
cuadro clinico (intensidad de los sintomas, frecuencia de los episodios), la

presencia de factores de riesgo dificiimente corregibles (inmunodepresion,
Tesis doctoral Bgca.Miriam Estela Chade



INTRODUCCION

déficits congénitos, diabetes mellitus, entre otros) y el tipo de Candida
responsable de la infeccion (especies no-C. albicans) (Garcia Heredia, 2006;
Negroni, 2008; Alsina, 2016).

En la actualidad existen distintas guias para el manejo terapéutico cuyas
recomendaciones surgen de numerosos trabajos multidisciplinarios.

En las guias de la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas
2016 (por sus siglas en inglés IDSA) se recomienda el tratamiento tépico para
los episodios de CVV no complicados, o bien el uso de una dosis Unica de 150
mg de fluconazol via oral. Mientras que para las formas mas severas
recomiendan 150 mg de fluconazol cada 72 h durante 10 dias. (Pappas, 2016).

Para C. glabrata es tratamiento indicado es con nistatina local, a razon de
1 6vulo o supositorio vaginal (100000 U) cada 24 h durante 14 dias (Pappas, 2016;
Ardizzoli, 2018).

Por su parte, la Guia Europea Internacional para el Manejo del Flujo
Vaginal (por sus siglas en inglés IUST/WHO) propone un esquema similar de
tratamiento y agrega el uso de 200 mg de itraconazol cada 12 h/1 dia. Ademas,
incluye el uso de una dosis Unica de tabletas vaginales de 500 mg de clotrimazol
0 200 mg por dia durante 3 dias, una dosis unica de 6vulos vaginales de 1200
mg de miconazol, o0 400 mg durante 3 dias. (Sherrard, 2018).

Ambas guias coinciden en que no debe administrarse tratamiento oral con
fluconazol en embarazadas, en estas pacientes, el uso de drogas antifungicas
debe ser estrictamente controlado debido a la toxicidad de los farmacos, los que
pueden absorberse via local (Garcia Heredia, 2006).

En Argentina, el tratamiento recomendado en las formas agudas es:

o Tratamientos locales:
1 Nistatina 100.000 U, évulos y tabletas vaginales x 6 a 14 unidades (en
Argentina envases de 6 y 12).
1 Imidazoles diversos clotrimazol, miconazol y ketoconazol en évulos y cremas.
1 Triazoles isoconazol (6vulos de 600 mg para monodosis).
1 Ciclopiroxolamina (sélo crema).
1 Tratamientos de 7 a 14 dias y aplicacién de cremas en la vulva por igual lapso.

o Tratamientos sistémicos:
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1 Triazoles: fluconazol capsulas o comprimidos 150 mg o 200 mg, 3 tomas en 7
dias; itraconazol capsulas 200 mg por toma después de comer, 3 veces en 7
dias. (Ardizolli, 2018.)

Para las formas agudas debidas a C. glabrata y C. krusei

e C. glabrata: supositorios vaginales de acido boérico 600 mg x 14 dias, no
existe como tal en el comercio de nuestro pais, solo recetas magistrales,
nistatina 100.000 U tabletas vaginales x 14 dias, cremas vaginales de
ciclopiroxolamina, fluconazol 800 mg/dia durante 2 a 3 semanas, dificil de
aceptar en nuestro medio, por el costo y los prejuicios.

e C. krusei: esta especie es resistente a los triazoles, pero pueden indicarse
los imidazoles: clotrimazol en 6vulos por 6 dias, voriconazol oral a razon
de 400 mg/dia durante 5 dias. Costo muy elevado para nuestro mercado.

o Tratamientos de formas complicadas con vaginosis bacteriana:
ovulos con nistatina y metronidazol x 10 unidades, capsulas vaginales con
ketoconazol y clindamicina x 7 unidades.

o Formas recurrentes: no hay tratamientos para corregir los defectos
inmunitarios, sélo se aplican tratamientos antifingicos sistémicos durante
lapsos prolongados (Ardizzolli, 2018).

A pesar de contar con distintas drogas antifingicas para tratar la CVV, no
siempre son efectivas, y la busqueda de nuevas moléculas es un area de
investigacién en expansion. En este sentido, el uso de productos naturales
obtenidos de plantas se presenta como una alternativa potencial, ya que en
distintos estudios se evidencia menor toxicidad y en algunos casos, actividad
antifingica de amplio espectro.

Asimismo, el uso de probidticos es objeto de estudio con el fin de
demostrar utilidad en el tratamiento de infecciones flngicas invasivas y en
mucosas.

El probiotico mas estudiado en infecciones fungicas es Lactobacillus,
capaz de inhibir el crecimiento de C. albicans en estudios in vitro (Ferris, 2002).

Desafortunadamente los resultados se limitan a experiencias in vitro, pero

no hay experiencias clinicas que evidencien la utilidad de estos compuestos
(Sanchez-Martin, 2019).
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4. Inmunidad innatay C. albicans

El sistema inmunitario inicia y modula la respuesta inmune adaptativa
mediada por células (linfocitos) T y B que interactlian con células presentadoras
de antigeno, tales como las células dendriticas (Netea, 2008).

Los tipos celulares que participan en la inmunidad innata frente a C.
albicans son las células epiteliales y las células fagociticas (neutrofilos,
monocitos-macrofagos y células dendriticas). En el reclutamiento y activacion de
estas Ultimas, participan diversas citoquinas proinflamatorias y ademas hay
factores solubles involucrados como el sistema de complemento y anticuerpos.

Se ha descrito que células epiteliales orales y vaginales pueden inhibir el
crecimiento de C. albicans de manera contacto-dependiente. Aunque las
citoquinas proinflamatorias producidas por las células epiteliales, no tienen un
efecto antifungico directo, éstas sirven como sefiales para las células
inflamatorias de las mucosas para potenciar su funcién antifungica. El
reconocimiento de C. albicans en su estado patogénico para activar una
respuesta por parte del hospedero se realiza a través de receptores (pattern
recognition receptors, PRRS), que reconocen estructuras conservadas llamadas
patrones moleculares asociados a patégenos (pathogen associated molecular
patterns, PAMP) de Candida (Alburquenque, 2013; Miro, 2017).

Las células epiteliales secretan mediadores solubles como alarminas,
péptidos antimicrobianos, quimiocinas y citocinas como la IL-183, IL-6, IL-8, y el
TNFa, que estan involucrados activamente en la fase inicial de la respuesta
inmunitaria y contribuyen al reclutamiento de otras poblaciones celulares.
Ademas, poseen la capacidad de discriminar entre la forma saprofitica de C.
albicans y su transicion a la fase micelial; de esta manera, la forma levaduriforme
es tolerada y la emisién de la pseudohifa es considerada una sefial de peligro
ante la cual la CE inicia la respuesta inflamatoria local.

La liberacion de alarminas e IL-8 favorecen el infiltrado de PMN vy
contribuyen a la aparicion de sintomas en la CVV. De esta manera la

colonizacion asintomatica vaginal ocurre en ausencia de respuesta inflamatoria,
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mientras que la forma sintoméatica estd acompafada de un abundante infiltrado
de PMN (Miro, 2017). (Figura 4).
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Figura 4. Respuesta inmune innata local en el tracto genital femenino. Esquema del tracto genital
femenino que ilustra la ubicacion de las diferentes poblaciones celulares. En condiciones de
homeostasis el microambiente local se encuentra finamente regulado con concentraciones
aumentadas de citocinas antiinflamatorias y péptidos antimicrobianos (PAM) de expresion
constitutiva; Candida albicans se encuentra en su estado comensal. La ruptura de este estado
de equilibrio debido a la presencia de factores predisponentes o defectos genéticos favorece la
morfogénesis fangica, la expresién de factores de virulencia y el establecimiento de la infeccion.
La liberacibn de alarminas, PAM, sustancias quimiotacticas y citocinas generan un
microambiente inflamatorio con infiltrado celular que, en su conjunto, determinan la aparicion de
los sintomas de la enfermedad. (Figura tomada literalmente de Miro, 2017)

En estudios efectuados en pacientes con CVV en los que se establecié
grados de inflamacion, se observé una correlaciéon positiva entre la presencia de
PMN y la carga fungica vaginal (Peters, 2014).

En este escenario, la contribucion del PMN esta relacionada con la
respuesta inflamatoria local mas que con su rol de célula efectora fungicida
(Peters, 2014; Miro, 2017).

La transicién de levadura a hifa y la produccién de factores de virulencia
causan la disrupcion epitelial, lo que provoca como respuesta el reclutamiento
de PMN, que contribuyen a la exacerbacion del fenémeno (Filler, 2012; Miro,
2017).
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5.- Vacunas propuestas para CVV
-Vacuna NDV-3A

En los udltimos afios distintos investigadores se abocaron al disefio de
una vacuna que pueda ser de utilidad para la prevenciéon de la CVV y tomaron
como target a la adhesina Als3-p por su rol en los procesos de adherencia e
invasion tisular en la célula hospedadora (lbrahim, 2013; Sui, 2017).

Como resultado de las investigaciones se logré disefiar a la vacuna NDV-
3 formada por la porcion N-terminal de la adhesina Als3-p de C. albicans mas el
agregado de hidréxido de aluminio en solucién salina tamponada con fosfato.

Schmidt et al, probaron en ratones el uso de la vacuna NDV-3 y comprobé
gue fue capaz de protegerlos contra CVV, candidiasis sistémica y orofaringea
luego del desafio por via intravenosa con C. albicans y otras especies de
Candida. Luego, la vacuna NDV-3 se prob6 en 40 voluntarios humanos y los
resultados fueron promisorios, la vacuna fue bien tolerada, los pacientes
presentaron escasos efectos adversos, alcanzaron titulos de IgG anti-Als3-p e Ig
A alos 14 dias pos vacunacion con 100 % de seroconversion. De acuerdo a los
datos de estos ensayos in vivo, los anticuerpos que generaron los individuos
vacunados con NDV-3 promovieron la opsono fagocitosis de C. albicans y
ademas bloquearon su adherencia, invasion y lesion tisular (Schmidt, 2012).

En un trabajo reciente realizado por Edwards et al, en el que utilizé la
vacuna NDV-3 en 188 mujeres con CVVR, la vacuna resulté segura, inocua y
genero respuestas inmunitarias rapidas y robustas de células B y T. Asimismo,
se observé un aumento significativo en el porcentaje de pacientes que no

presentaron sintomas 12 meses pos vacunacion. (Edwards, 2018).

6.- Antifungicos

Los antifingicos son compuestos naturales o sintéticos, con diferentes
estructuras quimicas y mecanismos de accibn que pueden producir
modificaciones en estructuras béasicas de la célula fungica inhibiendo su

desarrollo y alterando su viabilidad (Fuentes, 2014).
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La clasificacion de los antifingicos se realiza segun:

-Estructura: polienos, azoles, alilaminas, lipopéptidos, derivados de la
morfolina, piridona, benzofurano, tiocarbamato.

-Origen: producidos por organismos vivos, derivados de sintesis quimica.

-Espectro de accion (amplio o restringido).

-Mecanismo de accion (fungistéaticos y fungicidas).

-Via de administracién oral o parenteral, tépicos o sistémicos.

-Toxicidad y selectividad de accion.

6.1- Clasificacion de los antifungicos segun su diana de accidn

En general, el disefio, produccion y validacién de las moléculas antifingicas
se realizo teniendo en cuenta los potenciales sitios blancos presentes en la célula
fungica. Algunos antifingicos tienen como diana al ergosterol y actian sobre la
membrana (polienos, alilaminas y azoles), otros sobre la pared flngica
(equinocandinas), y sobre el nicleo (antimetabolitos, flucitosina). (Figura 6).

6.1.1- Antifungicos que tienen como diana al ergosterol.

6.1.1.1.- Azoles

Los azoles constituyen una de las familias mas numerosas, en general son
de amplio espectro.

El mecanismo de accion de los azoles se centra en la inhibicién de la
enzimal4-a-esterol desmetilasa, asi provocan una reduccion de la sintesis del
ergosterol con acumulacion del 14-a-metilesterol, se interrumpe la formacion de
las cadenas de fosfolipidos de la membrana, se altera la permeabilidad y se
afectan los sistemas enzimaticos de membrana, ocurre la inhibicién del
crecimiento (Lorenzo, 2008; Ruiz Quiroz, 2013).

Existen distintas familias de azoles clasificadas de acuerdo a su composicion.

6.1.1.1.a- Derivados imidazdlicos
Incluye al ketoconazol, el clotrimazol, el miconazol, el econazol, el

butoconazol, el oxiconazol, el sertaconazol y el sulconazol. El ketoconazol es
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activo contra hongos dimorfos como Histoplasma capsulatum, Sporothrix spp. y
una gran variedad de dermatofitos, aunque el uso via sistémica esta prohibido
por la toxicidad y los efectos colaterales indeseables (Lorenzo, 2008). De este

grupo, el clotrimazol es usado en forma local para el tratamiento de la CVV.

6.1.1.1.b- Derivados triazélicos

Los triazoles ampliamente conocidos son el fluconazol y el itraconazol,
ademas son usados comunmente en el tratamiento de las CVV.

Dentro de los triazoles de segunda generacion, se incluye al isavuconazol,
el voriconazol, el ravuconazol y el posaconazol. Con excepcién del ravuconazol
gue se discontinué su uso en humanos por resultar toxico, estos triazoles
cuentan con un amplio espectro y menor toxicidad en comparacion con los
antifangicos antiguos mas utilizados (Lorenzo, 2008).

- Fluconazol

Como otros triazoles, tiene dos anillos que contienen tres atomos de

nitrogeno. El anillo bencénico presenta dos atomos de fldor. Es una molécula

polar y simétrica lo que favorece su hidrosolubilidad. (Figura 5).

Figura 5. Estructura quimica del fluconazol

El fluconazol es el azol mejor tolerado, el menos téxico, aunque es el
antifngico que genera mayores tasas de resistencia, principalmente en
levaduras. Cuando se lo administra via oral, la biodisponibilidad es alta (92 %),
la absorcion no se afecta por la ingesta de alimentos, pH gastrico o estado de
enfermedad. Su union a proteinas es baja (10 %), es hidrosoluble y tiene una
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excelente difusion al liquido cefalorraquideo (80 % de la concentracion
encontrada en sangre). La difusibn a articulaciones, humor vitreo, saliva,
secreciones vaginales, es similar o incluso mas alta que en el suero. Tiene
metabolismo hepatico en muy poca cantidad. Su eliminacién es renal, y se
excreta sin mayores modificaciones, lo cual resulta en concentraciones 10 a 20
veces mayores que las encontradas en sangre. Debe hacerse ajuste de dosis si

hay patologia renal (Diaz, 2012).

6.1.1.2.- Polienos

Este grupo incluye a la anfotericina B, la nistatina y la natamicina. El
mecanismo de accion de los polienos consiste en la union al ergosterol de la
membrana fangica, como consecuencia de esa unidn se forma un orificio o poro
transmembrana, con la consiguiente alteracion de la permeabilidad y de la
funcion de barrera osmotica.

La anfotericina B se administra Unicamente via intravenosay es el polieno
de eleccion para el tratamiento de infecciones fungicas sistémicas debido a su
potente actividad y amplio espectro antifungico.

La nistatina se utiliza en el tratamiento de infecciones mucocutaneas
(orales y vaginales) y la natamicina (infecciones oculares), ambos polienos

tienen el mismo mecanismo de accion que el de la anfotericina B (Lorenzo, 2008).

6.1.2.- Antifungicos que tienen como blanco a la pared celular
fuangica
6.1.2.a- Equinocandinas

Las equinocandinas caspofungina, micafungina y anidulafungina
comparten el mecanismo de accion al actuar sobre la enzima 1-3 B-
glucanosintetasa, implicada en la sintesis de pared fangica.

Las equinocandinas son activas frente a los hongos Ascomycetes, entre
ellos se incluye a la mayoria de las especies de Candida de importancia clinica,
asi como también frente a Aspergillus spp. carecen de actividad frente a los

hongos Basidiomycetes como Cryptococcus, Rhodotorula, Malassezia,
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Trichosporon, y no deben utilizarse para Fusarium sp. y Mucorales. (Zapata
Gonzalez, 2012).

Las equinocandinas tienen efectos fungicidas en levaduras y fungistaticos
en hongos filamentosos, y la resistencia secundaria a estos antifingicos es poco
comun (Cuenca-Estrella, 2010; Dudiuk, 2017). No son antifingicos indicados para

el tratamiento de las CVV.
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Figura 6. Sitios diana de los antifingicos

7.- Resistencia a los antifungicos

Durante muchos afios, los compuestos antifungicos fueron escasos y
poco efectivos. A partir de 1970, los tratamientos con la griseofulvina y la
nistatina para las dermatofitosis de piel lampifia resultaron ser muy eficaces, no
asi para las onicomicosis. Esta situacion mejor6 con la aparicién del ketoconazol,
el itraconazol y el fluconazol. A partir de mediados del siglo pasado, la
comercializacion de la anfotericina B, aunque toxica, ayudéo de manera
importante en el tratamiento de micosis sistémicas.

La década de 1980 marco un hito en el campo de la Salud, principalmente

por la aparicion de la pandemia del sida, y con ella, la emergencia de hongos
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potencialmente patdgenos, muchos de los cuales desarrollaron mecanismos de
resistencia frente a los antifungicos.

Por otra parte, en las Ultimas décadas se produjo un avance significativo
en la implementacién y desarrollo de técnicas invasoras de diagnostico y
tratamiento, en los trasplantes de 6rganos, asi como el uso indiscriminado de
drogas esteroides, inmunosupresores. En paralelo a estos avances comenzaron
a detectarse los primeros casos de falla terapéutica (Kolaczkowska, 2016).

Es importante remarcar que la falla terapéutica es un acontecimiento
multifactorial, que puede ser atribuido, en parte, a distintos estados de deficiencia
inmunolégica del paciente, a la baja biodisponibilidad de los antimicoticos o bien,
alteraciones en el metabolismo de los antifingicos (como el sindrome de mala
absorcion).

Por otro lado, las interacciones medicamentosas y la resistencia a los
antifingicos primaria o secundaria, son una parte del problema que lleva a la
implementacion de nuevos tratamientos con un aumento considerable en los
costos de salud (Allevato, 2007; Mendez Tovar, 2007; Manzano-Gayosso, 2008;
Garcia Cortés, 2012; Castrillon Rivera, 2013; Ortigoza-Medrano, 2014, Sobel, 2018)

Desde el punto de vista clinico se considera tanto la resistencia
epidemiolégica como la resistencia clinica, ya que el éxito en el tratamiento de
las infecciones fungicas no solo depende de la concentracion inhibitoria minima
(CIM) del antifingico, sino también del hospedero (Pontén, 2006; Méndez Tovar,
2007; Tapia, 2012; Gutiérrez Martinez, 2012; Cérdoba, 2018).

Por lo tanto, es necesario considerar los siguientes conceptos:

7.1- Resistencia microbiolégica: una cepa es resistente a un
antifngico cuando su CIM es mas elevada que los puntos de corte para esa
especie (Pontén, 2006; Tapia, 2012; Cérdoba ,2018).

Se consideran tres tipos de resistencia microbioldgica:

1-Resistencia intrinseca: cuando ningn miembro de una especie es sensible
a un antifangico. Se dice insensible, ya que abarca a toda la especie y no solo a
alguno de sus miembros. Ej.: C. krusei y Aspergillus spp. frente al fluconazol
(Pontdn, 2006; Manzano-Gayosso, 2008; Tapia, 2012; Cordoba ,2018).
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2-Resistencia primaria: cuando una cepa perteneciente a una especie
normalmente sensible al antifingico, posee una resistencia natural al mismo sin
haber estado en contacto con el compuesto. Ej: C. albicans y fluconazol o a
flucitosina (Pontén, 2006; Manzano-Gayosso, 2008; Tapia, 2012; Cérdoba, 2018).

3-Resistencia secundaria: cuando una cepa previamente sensible adquiere
resistencia al compuesto tras haber entrado en contacto con él. Ej: C. glabrata 'y
fluconazol (Pontén, 2006; Manzano-Gayosso, 2008; Tapia, 2012; Cérdoba ,2018).

7.2.- Resistencia clinica: un hongo es resistente a un antifingico cuando
continla creciendo y produciendo sintomatologia a pesar de que la
concentracion de farmaco es méxima en el lugar de infeccion, el paciente
generalmente presenta compromiso grave de la respuesta inmune y aunque se
le administren farmacos, su sistema inmune no va a ser capaz de eliminar el
patdgeno (Pontén, 2006; Manzano-Gayosso, 2008; Tapia, 2012; Cérdoba, 2018).

8.- Métodos de evaluacion de sensibilidad/resistencia

Las pruebas de sensibilidad tienen como finalidad conocer si los
microorganismos ensayados son sensibles o resistentes a los antimicrobianos.
Es importante recordar que las condiciones de realizacion de estas pruebas son
artificiales y a pesar de ser controladas y estandarizadas, no llegan a reproducir
lo que ocurre durante la interaccion entre un microorganismo/antimicrobiano en
el organismo de las personas o de los animales (Cérdoba, 2018).

En la actualidad, el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y el
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) son los
organismos encargados de disefiar, desarrollar y estandarizar los métodos de
referencia para evaluar la sensibilidad in vitro de levaduras y hongos miceliales
frente a los antifiingicos.

De esta manera es posible determinar, in vitro, cual es la CIM de los
antifingicos capaz de inhibir el desarrollo de los microorganismos al compararlos
con el control de crecimiento. Asi, al conocer el perfil de sensibilidad de los

microorganismos en estudio es posible colaborar con la eleccion del tratamiento
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mas adecuado y mas eficaz. Ademas, los estudios de vigilancia local y regional
son fundamentales para monitorear la aparicion de resistencia en las cepas
circulantes en la region (Diaz, 2005; Pfaller, 2012, Cérdoba, 2018).

Para las levaduras del género Candida y Cryptococcus neoformans
existen los documentos M27-4ta ed (CLSI, 2017) y el EDef. 7.3.2 del EUCAST
(EUCAST, 2020) que basan la técnica en la dilucién en caldo, mientras que el
documento M44-A3 del CLSI (CLSI, 2018) es el estandar para difusion en agar.
Estos métodos de referencia son equiparables, equivalentes y comparables, los
resultados que se obtienen son robustos, confiables y pueden ser usados como
guia para la eleccién del tratamiento mas adecuado. En la Tabla 4 se resumen

las principales caracteristicas de los métodos de referencia por dilucion en caldo.

Tabla 4. Caracteristicas de los métodos de referencia

Parametro CLsI EUCAST

Medio RPMI 1640 con glutamina, sin bi- RPMI 1640 con glutamina, sin bicar-
carbonato y concentracién de glu- benato y concentracion de glucosa
cosa de 0,2 % de 2 %

Densidad del indculo 0.5-2,5 x10° ufc/ml I-5x10° ufc/ml

Lectura Visual Espectrofotométrica

Punto final para la lectura de la Opticamente transparente v con Concentracién mas baja que inhibe

CIM de anfotericina B evidente disminucion. el crecimiento al menos en 90 %

Punto final para la lectura de CIM  Evidente disminucion Concentracion mas baja que inhibe

de azoles y equinocandinas el crecimiento al menos en 50 %

Tiempo de incubacidn 48 h 24 h

Forma del pocillo en la placa Redondo Flano

Modificado de referencias 6,11,13.

8.1 Pruebas de sensibilidad en medio liquido y en medio sélido (Zapata-
Gonzélez, 2012)

Existen distintos procedimientos para determinar la sensibilidad de los

microorganismos frente a los antimicrobianos. A continuacion, se describen

someramente los utilizados en la practica diaria:
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8.1.1.- Dilucién en caldo
El ensayo se realiza en medio liquido y consiste en enfrentar un inéculo
estandarizado del microorganismo en estudio frente a distintas concentraciones
de un determinado antifungico. Luego de la incubacion en tiempo y temperatura
adecuada se lee, se determina cual es la concentracion del antimicrobiano que
produce la inhibicion del crecimiento del microorganismo al compararlo con un
control y el resultado se interpreta como valor de la CIM, generalmente

expresado en pg/mL

8.1.2.- Difusion en agar

El ensayo se realiza en medio sélido, se inocula el microorganismo sobre
la superficie del agar. El reservorio puede ser disco, tableta o tiras embebidos en
concentraciones pre establecidas del antifingico a evaluar. Luego de la
incubacién a temperatura y tiempo adecuados, en caso de ocurrir la interaccion,
se produce una zona de inhibicion del crecimiento del microorganismo alrededor
del reservorio. Los resultados se expresan en milimetros (discos, tabletas) o en
pug/mL (tiras). Dependiendo del tamafio de la zona, se puede determinar si el

microorganismo es sensible, intermedio, o resistente al antimicrobiano.

8.2. Métodos comerciales:
Existen en el mercado distintas técnicas comerciales que pueden
utilizarse con confianza en la rutina de los laboratorios clinicos.
Entre los métodos comerciales mas confiables y costos accesibles se

encuentran:

8.2.1. E- test/Liofilchem: son tiras embebidas en distintas concentraciones
de antifungicos y permiten determinar la CIM en medio sélido. Debido a su
eficacia, facil implementacion y lectura, es uno de los métodos mas utilizados.
Aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para determinar la
sensibilidad in vitro de Candida spp frente a los antifingicos.

(www.bioMerieux.com).
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8.2.2. Discos/Tabletas: son reservorios de concentraciones fijas de
antifangicos. En el mercado se encuentran disponibles los discos Oxoid
(Bioartis), los discos BBL (Benton Dickinson), las tabetas Neo-Sensitabs™,
Rosco (Rosco Diagnostica, DK). Son reactivos usados para determinar la

sensibilidad in vitro de Candida spp frente a los antifiingicos.

8.2.3. Sensitre® YeastOne (TREK Diagnostic Systems): se usa para
determinar la CIM por microdilucion en caldo en Candida spp, Cryptococcus
neoformans y Aspergillus sp. Consiste en una placa de 96 pocillos que contiene
distintas concentraciones de antifingicos, medio de cultivo y un compuesto
cromogénico como indicador colorimétrico de oxidacidn-reduccion (azul alamar)
para facilitar la lectura interpretacion de los resultados.

Lo novedoso de este reactivo es que no se lee turbidez, se lee el cambio

de color, se mide la viabilidad del microorganismo. (www.trekds.com).

9.- Fitoterapia

La Fitoterapia, del griego-phytés (‘planta’ o ‘vegetal’) y therapeia
(‘terapia’), se refiere al uso de los productos de origen vegetal con finalidad
terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un estado
patolégico.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), una planta medicinal es
aguella que, en uno o mas de sus Grganos contiene sustancias que pueden ser
utilizadas con fines terapéuticos o preventivos o que son precursores para la
semi sintesis guimico-farmacéutica.

https://www.portalfarma.com/Profesionales/campanaspf/cateqorias/Paginas/int

roduccionalafitoterapia.aspx.

La OMS define droga como la parte de la planta medicinal utilizada en
terapéutica.
La Real Farmacopea Espariola establece que "se consideran drogas vegetales
las plantas, partes de plantas, algas, hongos o liquenes, enteros, fragmentados

o cortados, sin procesar, generalmente desecados, aunque también a veces en
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estado fresco. También se consideran drogas vegetales ciertos exudados que
no han sido sometidos a un tratamiento especifico".

https://www.portalfarma.com/Profesionales/campanaspf/cateqorias/Paginas/int

roduccionalafitoterapia.aspx.

La aparicion de resistencia de los microorganismos a algunos
antimicrobianos sintéticos, junto con la toxicidad durante el tratamiento
prolongado, sumado a los altos costos motivé que las investigaciones se
abocaron a la busqueda y aplicacion de nuevos compuestos biolégicamente
activos que exhiban efectos secundarios minimos.

En ese sentido, las plantas medicinales y sus extractos son ampliamente
utilizados por la medicina tradicional, como terapias alternativas.

Desde sus origenes, el hombre ha utilizado a las plantas con fines
medicinales, independientemente de la etnia, regidn geografica, religion o
situacion econdmica. Esto se debe a que las plantas medicinales son una fuente
importante de moléculas con actividad terapéutica.

La creciente aceptacion de los compuestos naturales, y especialmente la
busgueda de nuevos agentes antifingicos a partir de plantas medicinales, se ha
vuelto un desafio importante. Entre las principales ventajas de las plantas
medicinales se encuentran la produccion de distintos metabolitos secundarios,
muchos de los cuales presentan actividad antifingica. Entre los compuestos mas
conocidos y activos se encuentran: flavonoides, fenoles, glicosidos de fenoles,
saponinas, etc. (Davicino, 2007, Wen, 2011).

Ademas de la potencial utilidad en fitoterapia, la industria farmacéutica
utiliza los principios activos de las plantas para elaborar medicamentos de
sintesis, y producirlos a granel.

https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/fitomedicina doc.pdf

Segun la OMS, el 80 % de la poblacion mundial utiliza las plantas como
principal remedio medicinal y mas del 25 % de los farmacos existentes se obtiene
de extractos vegetales, o bien se han sintetizado a partir de sustancias
encontradas en la investigacion fitoquimica (Chen, 2016). En la actualidad, el uso
de plantas medicinales se afianz6 tanto en los paises desarrollados como en los
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menos industrializados y con economia en desarrollo, donde el acceso de la
poblacién a los medicamentos comerciales no siempre es posible. (Barafiao,
2015).

9.1. Modo de preparacion de fitoterapicos
9.1.1. Tisanas: son preparaciones liquidas de la planta medicinal, que se
encuentra en concentraciones bajas, y son consumidas regularmente por las
personas, por ejemplo:
9.1.1.a. Infusiones: en las que el producto vegetal sean flores, hojas o tallos, se
someten a la temperatura de ebullicion del agua con el fin de extraer productos
solubles con el minimo cambio en su estructura quimica, manteniendo gran
porcentaje de sus propiedades curativas. Estas preparaciones recomiendan
emplear 20-30 g de vegetal en 1 litro de agua, de conservacién no mayor a 12
horas” (Torres Camacho, 2014).
9.1.1.b. Decoccidn: “es un preparado en base a la porcion dura de la planta
medicinal, como la corteza, fruto, semilla o raiz, y se somete a un proceso que
implica la pérdida de sus principios activos debido a la accion del calor. Para su
preparacion se recomienda usar 30-50 g de planta medicinal en 1 litro de agua,
con una conservacion no mayor a una semana” (Torres Camacho, 2014).
9.1.1.c. Maceracion: “es un preparado de plantas medicinales trituradas,
empleando como disolvente, agua a temperatura ambiente, favoreciendo la
conservacion de sus principios activos por accion del calor e inhibiendo la
liberacién de taninos, considerado como el principio activo generador del sabor
amargo y aspero de algunas plantas. Se recomienda en su preparacion el
empleo de 30-50 g de planta en 1 litro de agua, con una conservacion no mayor
a un mes después de ser filtrado”. (Torres Camacho, 2014).
9.1.2. Extractos: “denominado asi a la preparacion de un producto vegetal en
base a un disolvente valorizable como el éter, agua o alcohol, hasta obtener una
consistencia fluida, blanda o seca” (Torres Camacho, 2014).
9.1.3. Otras formas: tinturas, zumos, unguentos, jarabes, aceites esenciales,

etc.
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En casos de vulvovaginitis son de uso popular los llamados “bafos de asiento”.

https://www.vix.com/es/salud/197402/los-banos-de-asiento-funcionan-para-

tratar-infecciones-intimas-algunas-opciones-con-manzanilla

10.- YERBA MATE (llex paraguariensis St. Hilarie)

... en el mate compartido se unen la materia y el espiritu.

10.1.- Leyenda de la Caa Yari https://yerbamateargentina.org.ar/leyenda-de-

la-yerba-mate/

Contaban los ancianos indios guaranies que, a la vera de un arroyo, en
medio de la selva misionera, se habia detenido un indio de mucha edad que,
agobiado por el peso de los afios, ya no podia seguir a su tribu. Los suyos
siguieron su camino, el natural deambular de los guaranies, que no se asentaban
en un lugar mas alla de lo que duraba una cosecha. Quedaron entonces el
anciano y su hija, la hermosa Yari que no pudo abandonarlo, en la espesura del

monte.
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Una tarde llego hasta su
refugio un extrafo viajero,
gue hablaba el mismo
idioma que ellos, pero a
quien su traza y sus ropas
lo hacian ajeno a la regiéon
y a laraza.

Yari y su padre asaron un
acuti (roedor regional) y
convidaron también al
extrafio el mas preciado y
abundante plato de los
guaranies el tambu

(gusano de carne blanca),

criado en los troncos de
pind6, que ademas de carne proporciona un aceite con el que curaban heridas,
aceleraban la digestion y se precavian de los insectos de la selva, y otros
humildes manjares que les brinda el monte.
Al recibir tanta hospitalidad y esfuerzo por parte del padre y su hija, el visitante,
gue no era otro que Tupa (Dios del Bien). Quiso recompensarlos para que
pudieran dar siempre un generoso agasajo a sus huéspedes y aliviar sus largas
horas de soledad.
Hizo brotar Tup& una nueva planta en la selva y nombro diosa protectora de ella
a Yari. Les ensefio a secar sus ramas al fuego y preparar una exquisita infusién
gue repondria las fuerzas de quien la tomara y haria las delicias de sus visitantes.
Quedd pues la planta bajo la tierna proteccion de la hermosa joven, que fue
desde entonces Caa Yari, custodia de los yerbales y su fruto. El regalo de Tup4,

la infusion vivificadora, no era otra cosa que nuestra yerba mate (Lagier, 2014).

10.2.-Origenes
llex paraguariensis (tal es su nombre cientifico), cominmente llamada
yerba mate, tiene su hébitat natural en el sur de Paraguay, sudoeste de Brasil y
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noreste de Argentina, mas precisamente, en la provincia de Misiones (que
representa el 90 % del total producido) y el norte de la provincia de Corrientes,
zona denominada selva paranaense.

Sus origenes se pierden en los tiempos remotos. Alimento basico de los
guaranies, era conocida por éstos como caa-mate (el término caa significa en
guarani “planta o hierba”, mientras que el vocablo mate, proviene de la palabra
guechua mati, con la cual se designaba a la calabacilla que los aborigenes
empleaban para beber la infusién (Instituto Nacional de la Yerba mate. INYM)

https://www.inym.orqg.ar/es/

10.3.- Acerca de su cultivo

La I. paraguariensis es un arbol que, en estado salvaje, llega a alcanzar
15 metros de altura. El tronco es recto y cilindrico y esta recubierto por una fina
corteza pardo grisacea y acanalada. Las ramas, que brotan del tallo en un angulo
de 90 grados, poseen una copa apicada. Las hojas, de aproximadamente 11
centimetros de largo y 5 de ancho, son de color verde oscuro, con nervaduras
amarillentas muy marcadas (INYM).

El cultivo de |. paraguariensis requiere temperaturas tropicales o
subtropicales (con una media de 20 ° C) y una alta humedad ambiente, con
precipitaciones anuales del orden de los 1.500 mm anuales, en época de
floracion. El suelo de cultivo debe ser ligeramente acido, arenoso-arcilloso y de
textura fina 0o media, con altos niveles de acido fosférico, potasio y hierro,
resultan idoneos los terrenos bajos, con buen drenaje y que admitan una
radicacién profunda.

En la Argentina, Si bien los pueblos originarios conocian esta planta y sus
cualidades, a partir de la conquista de América se tienen referencias
bibliograficas acerca de sus virtudes, produccién y consumo, los primeros
cultivos de I. paraguariensis fueron introducidos por los jesuitas en el siglo XVII.
Tras la expulsion de éstos en 1769 por la Corona espafiola, los yerbatales fueron
abandonados, perdiéndose, practicamente, la tradicion de su cultivo. Recién en

1903 se realiz6 la primera plantacion racional y de importancia. En San Ignacio,
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Misiones, existen plantas de |. paraguariensis de hasta 100 afios justamente
donde se encuentran ubicadas las célebres reducciones jesuiticas.

Con el transcurso de los afios, las técnicas aplicadas al cultivo y la poda
fueron perfeccionandose, optimizandose asi el rendimiento de las plantaciones.
Actualmente, con unas 200.000 hectareas cultivadas, Argentina es el primer
productor mundial de yerba mate, seguida por Brasil y Paraguay. En la Figura 7
se muestra la ubicacion geogréfica de la zona productora de yerba mate en la
Republica Argentina. (INYM)
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Figura 7. Zona geogréfica de la zona productora de yerba mate en la Republica Argentina.

(Fuente: https://yerbamatearg entina.org.ar/) (Instituto Nacional de la Yerba Mate, INYM).

Los aborigenes conocian bien esta planta y sus numerosas virtudes, ya
gue formaban parte de sus habitos y su dieta, como se diferenciaban de otros
pueblos originarios por su vigor y contextura fisica, los espafioles atribuyeron
acertadamente esas cualidades al consumo del mate. Los pueblos originarios
carecian de escritura, se remite a la tradicion oral, contada por los ancianos al
calor del fuego y que fue pasando de generacion en generacion, muchas veces
con un cuenco de mate en las manos para entrar en tema (INYM).
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En Argentina el mate es el recipiente en el que se coloca la infusién para
luego ser consumida. El origen de la palabra “mate” deriva del quechua “Mati”,
que significa calabaza. El mate de calabaza o “porongo” es el mas utilizado y se
elabora a partir del fruto de una planta (Lagenaria vulgaris) (Figura 8).

La L. vulgaris es la familia de calabazas autéctonas de la zona yerbatera,
ademas de utilizarla para elaborar el mate, los las utilizaban para transportar
agua durante sus largas caminatas por la selva y también para almacenar granos
(INYM).

Figura 8. Fruto de Lagenaria vulgaris utilizado como mate.

10.4.- Descripcion de la planta
1. Sistematica
Ubicacion sistematica de la yerba mate (ficha técnica)
Division: Espermatofitas
Subdivision: Angiospermas.
Clase: Dicotiledoneas.
Orden: Sapindales.
Familia: Aquifoliaceas.
Género: llex.
Especie: paraguariensis.
Nombre cientifico: llex paraguariensis.
Nombre comudn: Yerba Mate.

https://yerbamateargentina.org.ar/yerba-mate/que-es-la-yerba-mate/
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En Europa la planta de yerba mate recibié la denominacién de llex
theezans por Bonpland (médico y expedicionista franceés, pionero en el cultivo de
la yerba mate) en 1821.

Pero fue el sabio francés Saint Hilarie (naturalista francés) quien la
clasific6 en 1822 como llex paraguarinesis y es la denominacién publicada en
sus obras “Mémoires du Museum d'Histoire naturelle” y “Histoire des plantes plus
remarquables du Brésil et du Paraguay” (1824) que perdura hasta la fecha. La
denominacion proviene de los antiguos jesuitas o historiadores espafioles que
conocian la planta como Hierba del Paraguay. De sus 181 especies, 175 se

encuentran dispersas en toda Sudameérica (Lagier, 2014).

10.4.1.- Morfologia externa (Lagier, 2014)

Arbol originario de América del Sur, abunda en estado silvestre y en
plantaciones cultivadas. Por razones précticas para el cultivo y explotacion
racional, se mantiene una altura de 3 a 6 metros, presentando un corto tronco
gue ramifica a corta altura del suelo, adquiriendo por sucesivas podas el aspecto
del arbusto. (Figura 9).

En estado silvestre, la planta necesita 30 aflos aproximadamente para
alcanzar su desarrollo. Logra alturas de 12 a 20 metros, formando un majestuoso
arbol cargado de hojas, de tronco recto de hasta 70 centimetros de diametro,

corteza lisa y color grisaceo-ceniciento.

Figura 9. Cultivares de yerba mate en Misiones
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10.4.2.- Las hojas

Las hojas, en estado natural perduran en la planta por 3 afios, son
alternas, coraceas, de forma cuneiformes ovales y elipticas, con borde
ligeramente dentado.

Las dimensiones de las hojas difieren segun las variedades, de 5, 10y 15
centimetros de largo, por 2 a 5 centimetros de ancho. En estado de madurez las
hojas son espesas, duras y lucientes, como enceradas, de color verde mas
intenso en la cara superior que la inferior. Presentan un corto peciolo de color
claro verdoso, a veces ligeramente rosado. Su nervadura central y secundaria
se destaca netamente por su color amarillo verdoso en la cara superior de la

lamina foliar, y por ser muy salientes en la cara inferior. (Figura 10).

10.4.3.- Las flores
La floracidén tiene lugar en los meses de octubre a diciembre, es de tipo
racimoso en falsas panojas, desarrollandose en las axilas de las hojas y en las
bases de las ramitas con 40 a 50 flores por racimo. Sus flores son muy pequefas,
poligamas, dioicas, con caliz y corola de constitucion tetramera, con nervadura
central y terminada en punta, de color blanquecino o pélido verdoso, con igual
namero de estambres (4 o 5) ubicados en los intervalos de estos, presentando,

segun sea su género, gineceo normal o atréfico. (Figura 10).

10.4.4.- Los frutos

Después de la fecundacion se desarrollan los frutos que consisten en una
pequefia baya de unos 5 a 7 milimetros de didmetro, que madura de enero a
marzo, adquiriendo un color azul oscuro o negro violaceo y coronado por un
pequefio estigma mas o menos saliente. Cada fruto, que desecado tiene un
aspecto de grano de pimienta, contiene de 4 a 8 semillitas de color amarillo
palido, ligeramente rugosas, dispuestos como segmentos de naranja. (Figura
10).
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Figura 10. Hojas, flores y frutos de |. paraguariensis

La raiz, de color marrén, es de tipo pivotante, con raices secundarias que

insindan en el mismo sentido.

10.5.- Composicion quimica de la yerba mate

La mayoria de las propiedades biologicas de la yerba mate han sido
asociadas al alto contenido de componentes bioactivos presentes en las hojas
de I. paraguariensis, estos se detallan a continuacion:
10.5.1.- Xantinas

Las xantinas son sustancias que pertenecen a un grupo quimico de bases
purinicas, las presentes en la yerba mate son la cafeina en mayor proporcion
(0,8 a 2 %) y la teobromina (0,3 a 0,9 %). (Figura 11).
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Figura 11. Estructura quimica de la cafeina
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Se les atribuyen las propiedades: energizantes, anticancerigeno, evita la
obesidad y diurético. La cafeina es importante para evaluar la calidad del
producto, puesto que sus propiedades estimulantes son una de las principales
razones por las cuales las personas consumen la yerba mate (Schmalko, 2001).
10.5.2.- Polifenoles

Los polifenoles son compuestos fendlicos que provienen del metabolismo
vegetal de los hidratos de carbono. Su estructura quimica presenta un anillo
aromatico unido a dos o mas grupos hidroxilicos. Dentro de ellos se encuentran
los derivados cafeoilquinicos (entre el 8 a 10 %, principalmente el acido
clorogénico) y en menor proporcion los flavonoides (principalmente la rutina).
(Figura 12).

HO, CO5H

OH
OH

Figura 12. Estructura quimica del 4cido clorogénico

Las plantas se adaptan a las radiaciones UV-B por aumento de la
produccion de metabolitos secundarios tales como fenoles y flavonoides, se
acumulan en las células de la epidermis de diversas especies vegetales, y por
ser compuestos que absorben radiacion, reducen el efecto toxico de la luz UV-B
sobre los distintos componentes celulares (Carrasco-Rios, 2009).

Los flavonoides por sus efectos foto-protectores en plantas actuando
como filtros solares por absorcion de la UVB poseen efectos antioxidantes,
protegiendo asi a las plantas contra el estrés oxidativo inducido por la UVB y

dicho mecanismo podria ser extrapolado a la foto-proteccién en humanos.
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Los efectos antioxidantes de extractos de plantas son evaluados con el fin
de ser incorporados en productos de uso tépico (Mejia Giraldo, 2014). Por ello a
los polifenoles se les atribuye la principal actividad como antioxidantes.

A su vez tienen otras propiedades como: anticarcinogénicos,
hipoglucemiante, antiobesidad, hipocolesterolémicos, antihipertensivos,
cardioprotectores, antiinflamatorios, antibacterianos, antifingicos, antivirales y
antiparasitarios.

Poseen propiedades protectoras contra la osteoporosis y enfermedades
neurodegenerativas como la Enfermedad de Parkinson, efectos estimulantes del
sistema nervioso central y propiedades diuréticas y coleréticas.

Ademas, en la industria se los utiliza por caracteristicas como su aroma,
color, astringencia (Pedrola, 2010. Schmalko, 2013, Thea, 2016).

10.5.3.- Saponinas

Las hojas de yerba mate poseen un alto contenido de saponinas
triterpénicas (entre 1,0 - 1,5 % del peso seco. Las saponinas son sustancias
glucosidicas con la propiedad de, en soluciones acuosas, la formacion de
espumas. Debido a la reduccién de la tensién superficial, presentan accién
detergente y emulsificante. Son responsables por el indice de amargor y de la
espuma de la yerba mate; factores que contribuyen al distintivo sabor del mate.
Figura 13.
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Figura 13. a- Aspecto de la saponina triterpénica; b- Estructura quimica
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Se les atribuyen la propiedad de ser antiinflamatorias, hipocolesterolémica y de

tener efecto protector contra el cancer. (Brumovsky, 2008; Rodriguez Vaquero, 2010,
Schmalko, 2013; Thea, 2016).

10.6.- Caracteristicas nutricionales de la yerba mate (INYM, Brumovsky,
2008; Rodriguez Vaquero, 2010; Schmalko, 20013; Thea, 2016).

- La yerba mate es un estimulante natural que no produce habito, contiene
mateina es un estimulante mas sano que la cafeina (café) y la teina (té). Esta
comprobado que activa la vida cerebral y excita el aparato locomotor -ademas
de otras funciones del organismo-, gracias su calidad de tonificante.

- Sus ventajas frente a las infusiones mencionadas son: accion estimulante
mas prolongada (16-20 h), inexistencias de efectos residuales (insomnio,
irritabilidad); concentracion de cafeina comparativamente baja. Segun
estudios de renombrados centros cientificos, se determind que la yerba mate
encabeza la lista de plantas ricas en vitaminas. Posee “acido pantoténico”
(complejo B) que mantiene una cantidad adecuada de adrenalina en el
torrente sanguineo, regenerando células y tiene efecto corrector en
trastornos de tipo nervioso del sistema digestivo.

- Contribuye a la fijacion del fésforo, indispensable para las células
nerviosas y posee una importante accion benéfica para la memoria y contra
la fatiga cerebral, contiene Vitamina E, importante para la actividad sexual, y
contiene colina de importancia para la regulacién del colesterol en la sangre,
ademas de otros minerales

- Otros componentes y propiedades nutritivas se observan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas nutricionales de la yerba mate

Composicién general Vitaminas
Valores Valores
promedio promedio
Calorias (kcal.) 4,34 Vitamina C (mg.) 0,135
Glucosa (g.) 0,015 Piridoxina (B6) (mg.) 0,015
Sacarosa (g.) 0,082 Niacina (mg.) 0,121
Proteinas (Nx5.75) (g.) 0,102 Tiamina (B1) (mg.) 0,044
Fibras (g.) 0 Calcio (mg.) 2,96
Cafeina (g.) 0,35 Faésforo (mg.) 1,67
Cenizas (g.) 0,105 Hierro (mg.) 0,07
Extracto de agua (g.) 1,110 Magnesio (mg.) 2.40
Potasio (mg.) 2,75
Sodio (mg.) 0,76

10.7.- Poder antimicrobiano de la yerba mate

La yerba mate ha sido estudiada también por su potencial antimicrobiano
sobre bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y Streptococcus
spp Yy Gram negativas como Escherichia coli, Salmonella (Dellacasa, 2001,
Dellacasa, 2007; Rodriguez Vaquero, 2010; Burris, 2011; Burris, 2012; Rempe, 2015;
Rempe, 2017), y sobre hongos filamentosos como Fusarium y Malassezia (Filip,
2010; Medvedeff, 2013). El potencial esta estrictamente relacionado a la presencia,
principalmente, de compuestos fendlicos, cuyos principales representantes son
acido galico, siringico, cafeico, ferulico y p-cumarico (Prado, 2013; Thea, 2016;
Gonzalez Coria, 2018).

En cuanto a la presencia de saponinas ya en 1999, Haraguchi et al,
sugirieron que los triterpenos (saponinas) presentes en plantas del género llex,
favorecen su actividad antimicrobiana por alteracién de la membrana lipidica de
los microorganismos. Esta caracteristica fue desafio para Bauman y cols. que
investigaron el efecto de las saponinas sobre la estructura de la membrana

celular a través de la hemolisis de eritrocitos humanos in vitro, demostrando que
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estas lisaban los eritrocitos ocasionando un dafio irreversible a la bicapa lipidica
(Bauman, 2000).

En cuanto a su actividad inhibitoria frente al desarrollo de hongos
levaduriformes, hay muy pocos estudios realizados (De Biasi, 2009; Carelli, 2011,

Fretes Corrales, 2017), en nuestra provincia no hay ensayos documentados.
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HIPOTESIS

Los extractos acuosos obtenidos de hojas de |. paraguariensis muestran
actividad antifungica in vitro sobre las especies de Candida aisladas de
candidiasis vulvovaginal en un rango de concentracién semejante al de los

antifingicos convencionales.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar y comparar la actividad antifungica in vitro de extractos

acuosos obtenidos de hojas de |. paraguariensis y antifngicos convencionales

frente a Candida spp. aisladas de pacientes con candidiasis vulvovaginal.

Objetivos especificos

N
1

Caracterizar en género y especie a las levaduras aisladas de CVV.

Determinar la sensibilidad in vitro de las levaduras en estudio por difusion
en medio solido con discos y tabletas cargados con fluconazol, nistatina,
itraconazol y clotrimazol.

Determinar la actividad antifingica in vitro de las levaduras en estudio
por difusion en medio soélido con el extracto acuoso de hojas de I.
paraguariensis (St. Hilarie).

Determinar la concentracion inhibitoria minima in vitro por microdilucion
en caldo de fluconazol, nistatina, itraconazol y clotrimazol frente a las
levaduras en estudio.

Determinar la concentracién inhibitoria minima in vitro por microdilucion
en caldo del extracto acuoso de yerba mate frente a las levaduras en
estudio.

Comparar los resultados obtenidos y evaluar la eficacia in vitro de los

extractos acuosos de hojas de |. paraguariensis.
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MATERIALES Y METODOS

1. Tipo de diseifio

La estrategia metodoldgica utilizada en el proyecto fue:
= Segun el estado de arte: exploratorio y descriptivo.
= Segun el grado de control: experimental.
= Segun el estudio de la dimension temporal: transversal.
= Segun el momento en que se construyen los datos: prospectivo.
= Segun el tipo de tarea que se realiza: de campo.

= Segun el enfoque metodolodgico: cuantitativo.

2. Universo

Se utilizaron aislados de levaduras obtenidas de muestras de flujo vaginal
de pacientes con infeccién vulvovaginal y que fueron derivadas de diferentes
hospitales de la ciudad de Posadas (Misiones) al Servicio de Diagnostico
Micologico de la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales (FCEQyN),
Universidad Nacional de Misiones (UNaM), Argentina.

Con el fin de encriptar la trazabilidad de los aislados se los nomind en
orden secuencial con numeros ardbigos, comenzando por el 1 y finalizando en
el 139.

3. Muestra

La muestra estuvo constituida por aislamientos de hongos levaduriformes.
El muestreo fue no probabilistico, accidental. El criterio de inclusion fueron las
levaduras aisladas de pacientes con vulvovaginitis candidiasica derivadas al
Servicio de Diagnéstico Micoldgico. Las muestras fueron ingresadas por
demanda espontanea, no se selecciond por edad, ni por presencia o no de

embarazo de las pacientes.

4, Estructura de los datos (Bottinelli, M., 2007).

4.1. Unidades de andlisis (UA): las UA fueron cada una de las cepas en estudio
de las siguientes especies de hongos levaduriformes:

Especie C. albicans.

Especie C. glabrata.
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Especie C. parapsilosis.

Especie C. tropicalis.

Especie Pichia kudriavzevii (sin. Issatchenkia orientalis) (anamorfo C. krusei), en
adelante C. krusei.

Especie S. cerevisiae.

4.2. Variables (V): los atributos de las UA analizados fueron:

= Especies de levaduras: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, S. cerevisiae.

= Variabilidad inherente a cada cepa en estudio.

= Concentracién de extractos acuosos de hojas de yerba mate (EAHYM).

= Concentracion de antifungicos (fluconazol, itraconazol, clotrimazol,
nistatina).

= Tiempo de incubacion (24, 48 h).

= Sensibilidad (S) in vitro de las cepas de levaduras frente a los antifungicos
(a distinto tiempo y distintas concentraciones de los antifungicos)
(Métodos difusion en agar y métodos de microdilucién en medio liquido,
para determinar la concentracion inhibitoria minima-CIM).

= Sensibilidad in vitro de las cepas frente a los EAHYM (a distinto tiempo y
distintas concentraciones del extracto). Métodos difusién en agar y

métodos de dilucion.

4.3. Escalas de valores (R):
4.3.1 Método de difusidon en agar: la actividad del antifingico en estudio se
valoro segun el valor en milimetros (mm) del diametro del halo de inhibicién del
crecimiento fungico (A la fecha no fueron definidos los puntos de corte clinicos
para algunas especies de levaduras).
La potencia para cada antifingico de la tableta Neo- Sensitabs™ (Rosco
Diagnostica) (www.rosco.dk) fue:
= Clotrimazol 10 pg.
= Fluconazol 25 ug.
= ltraconazol 8 ug.

= Nistatina 50 ug.
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Se utilizaron discos cargados con fluconazol 25 ug de la firma comercial
Oxoid (Bioartis, Buenos Aires, Argentina) y discos Malbran manufacturados por
el Instituto de Produccion de Bioldgicos (INPB) del INEIA. ANLIS “Dr. C. G.
Malbran”.

En la determinaciéon de la concentracion inhibitoria minima (CIM) se
consider6é como CIM a la concentracion mas baja del antifangico que produce
inhibicion evidente de crecimiento fungico (para cada cepa y para cada
antifingico probado) comparado con el control de crecimiento.

El intervalo de concentraciones para cada antifingico, incluyeron los
puntos criticos: azoles 128-0,25 pug/mL, polienos: 16-0,03 pg/mL.

El intervalo de concentraciones para el EAHYM en estudio estuvo entre:
400 mg/mL y 0,78 mg/mL.

4.4. Indicadores y dimensiones:
Los procedimientos y dimensiones utilizados para medir las variables fueron:
= Meétodos microbiologicos convencionales para la identificacion de las
levaduras, consistentes en: estudios sistematicos de sus caracteristicas
morfologicas y fisiolégicas bajo condiciones estandarizadas:
1) Observacion microscopica: examen directo y tinciones.
2) Cultivo en medios rutinarios e identificacion de los microorganismos.

3) Pruebas bioquimicas.

Las dimensiones consideradas fueron caracteristicas culturales macro,

microscopicas y bioquimicas de las especies de levaduras seleccionadas.

e Meétodo de difusibn en medio sélido para el estudio de sensibilidad de las
levaduras frente a los antifingicos y el EAHYM. Las dimensiones a tener en
cuenta fueron: especie fangica, concentracién del in6culo, concentracion del
EAHYM, concentracion del antifingico, temperatura y tiempo de incubacion,
puntos de corte clinico.

e Método de dilucion en caldo para determinar la CIM de los antifungicos y del
EAHYM, que inhibieron el desarrollo de las cepas de levaduras estudiadas.

Las dimensiones tenidas en cuenta fueron: especie fungica, concentraciéon
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del indculo, concentracion del EAHYM, concentracién del antifungico,

temperatura y tiempo de incubacién, puntos de corte clinico.

4.5 Fuente de informacion
El tipo de informacion es primaria.
4.6 Instrumentos, herramientas

Se confeccionaron registros para volcar datos de las pacientes (edad, embarazo,
si/no, tiempo), identificacion de las levaduras, resultados de sensibilidad

obtenidos con los ensayos utilizando EAHYM y los antifingicos.

5. Pruebas para la identificacion fenotipica de levaduras

Las pruebas realizadas fueron:

5.1 Crecimiento a 28 °Cy 37 °C.

5.2 Siembra en agar cromdégeno CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris,
France) para la identificacion presuntiva del complejo C. albicans / C. dubliniensis
(color verde). C. tropicalis (color azul) y C. krusei (colonias color rosa, centro
parpura, secas, textura rugosa). No son identificadas presuntivamente las
levaduras que muestren colonias de color rosa, lila, crema, otros colores (Odds,
1994).

5.3 Visualizacion del fendbmeno de Reynolds - Braude para la identificaciéon
presuntiva del complejo C. albicans / C. dubliniensis. Se observa la formacién de
un tubo germinativo entre las 2 'y %2 y 3 h de incubacion en suero bovino a 37 °C
(Buckley, 1963).

5.4 Estudio de la micromorfologia en medio Agar leche 2 % + Tween 80 (AL)
(ver anexo): se observan blastoconidios (levaduras brotadas), pseudomicelio o
no y la formacion de clamidoconidios terminales simples o multiples luego de 48
h de incubacion a 28 °C-30 °C (Bartoli, 2011).

5.5 Formacion de clamidoconidios en medio tomate-zanahoria (ATZ) (ver
anexo). Se vertieron 3 mL en caliente del medio ATZ sobre un portaobjetos, se
dej6 solidificar y se sembro por incisibn una ansada de la levadura en estudio,

se cubrié con un cubreobjetos estéril y se incub6é en camara humeda a 30 °C

Tesis doctoral Bgca. Miriam Estela Chade



MATERIALES Y METODOS

durante 48 h. Se observd al microscopio 200x y 400x la presencia o no de
clamidoconidios. (Bartoli, 2011).

5.6 Formacion de clamidoconidios en medio agar tabaco modificado (ATM).
Se utilizé el medio descripto por Khan y colaboradores (ver anexo). Se vertieron
3 mL en caliente del medio ATM sobre un portaobjetos, se dejé solidificar y se
sembro por incision transversal una ansada de la levadura en estudio, se cubrio
con un cubreobjetos estéril y se incub6 en camara humeda a 30 °C durante 48
h. Se observo al microscopio 200x y 400x la presencia o no de clamidoconidios.
(Bartoli, 2011).

5.7 Crecimiento en medio ATM. Este medio de cultivo se usé para evidenciar
la actividad de la enzima fenoloxidasa producida por C. dubliniensis y que se
manifiesta con la produccion de un color dorado-marrén caracteristico. Las
placas se sembraron con un subcultivo fresco de la levadura en estudio en forma
de circulos de 1 cm de diametro y se incubaron a 30 °C durante 48 a 72 h. Se
describié la macromorfologia de las colonias: la presencia de borde (regular o
festoneado), el color (blanco o dorado) y el aspecto (liso o rugoso). (Bartoli, 2011).
5.8 Actividad lipasa. El cultivo en medio de opacidad (ver anexo) se utilizo para
detectar la actividad de la enzima lipasa. La prueba es positiva (formacion de
halo alrededor de la colonia) para C. albicans y negativa para C. dubliniensis.
(Bartoli, 2011).

5.9 Actividad lipolitica. El medio de cultivo de Slikfin con modificaciones (ver
anexo) se uso para detectar la actividad lipolitica de C. albicans. Las placas se
sembraron con las levaduras en estudio formando circulos de 1 cm de diametro,
se incubaron por 72 h a 30 °C. La lectura fue visual y se observé la presencia o
ausencia de halo de opacidad alrededor de la colonia. La formacién del halo de
opacidad identifica presuntivamente a C. dubliniensis. (L6pez, 2005; Pineda 2008,
Bartoli 2011).

5.10 Macromorfologia en agar Pal (ver anexo). Las placas se sembraron con
las levaduras en estudio formando circulos de 1 cm de diametro, se incubaron
por 72 h a 30 °C. La lectura fue visual cada 24 h hasta completar 10 dias. Se
observaron las caracteristicas culturales tales como aspecto, textura y tonalidad

de las colonias. Cada 72 h se realizé la observacion microscépica de los cultivos
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con el fin de visualizar la presencia o ausencia de clamidosporas. La presencia
de colonias lisas sin formacion de clamidoconidios es un indicador presuntivo de
C. albicans, mientras que la presencia de colonias rugosas, con bordes
filamentosos, con formacién de clamidoconidios es un indicador presuntivo de C.
dubliniensis. (Al Mosaid, 2003).

5.11 Crecimiento en caldo Sabouraud hiperténico (ver anexo). Es un
marcador presuntivo de C. dubliniensis basado en su incapacidad a crecer en
caldo de Sabouraud dextrosa con NaCl al 6,5 %. Es un ensayo econdmico, facil
de realizar e interpretar y proporciona resultados consistentes. La prueba no
genera resultados falsos positivos 0 negativos. Los tubos se incubaron a 35 °C
durante 96 h y se observo el crecimiento mediante la presencia de turbidez en
cada tubo. (Bartoli, 2011).

5.12 Asimilacion de trehalosa: se utilizaron tabletas de trehalosa, Diatabs™
(Rosco Dinamarca), (www.rosco.dk). Las tabletas tienen 6 mm de diametro. Para
su lectura e interpretacion presentan un coédigo de color que indica si el
microorganismo utiliza el sustrato para su metabolismo (Lépez, 2001; Morales
Lépez, 2014).

Se partid de cultivos puros, con 24-48 h de incubacion en agar morfologia para
levaduras (ver anexo). Se prepararon tubos de hemolisis con 0,5 mL de solucion
salina estéril, se afiadié 300 pL de una suspension densa (equivalente a 4 de la
escala McFarland) de la levadura en estudio y se agreg6 una tableta de trehalosa
por cada tubo. Los tubos se incubaron a 35-37 °C durante 1 h. Tras la incubacién
se observo si ocurria el viraje de color rosado al amarillo presuntivamente era C.
glabrata ya que asimila a la trehalosa.

En la Figura 14 se muestra el algoritmo de identificacién presuntiva que se utilizd

para las levaduras incluidas en este estudio.

Tesis doctoral Bgca. Miriam Estela Chade



MATERIALES Y METODOS

C'l:lti;lo en CHROMa;ar .
Agar Leche
Agar Pal
£ complejo C. albicans (+) Medio ATZ

(-

Presuntivo .
® . tropicalis No- C. albicans complejo C. Medio ATM
0 s albicans Medio lipasa
l Medio Slikfin
Trehalosa i MEdiO hiperténico
| /\ |
Maldi- Tof PCR-secuenciacion

Figura 14. Algoritmo de identificacién presuntiva de levaduras. ATZ: agar tomate zanahoria;

ATM: agar tabaco modificado.

Cepas control: se utilizaron como control cepas de la coleccion de cultivos del
Departamento de Micologia, de la ANLIS (Administracion Nacional de
Laboratorios e Institutos de Salud). INEIA (Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas Agudas) “Dr. Carlos G. Malbran” (en adelante Laboratorio de
Referencia).

Las cepas fueron: C. albicans (DMic 982873) y C. dubliniensis (DMic 93695) y
C. glabrata DMic 982882, ademas se utilizo C. glabrata 90030, perteneciente a
la American Type Culture Collection (ATCC).
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6- Identificacion con técnicas de protedmica: las 139 cepas identificadas
fenotipicamente se derivaron al Departamento Micologia del INEIA “Dr. C. G.
Malbran” para su identificacion mediante la técnica de espectrometria de masas
y de ser necesario, por secuenciacion.

La espectrometria de masas matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectro-metry (MALDI-TOF MS) permite la identificacién de
microorganismos mediante el analisis de proteinas, a través de la creacion de un
espectro de masas que es especifico para cada especie. Un microorganismo
dado presentara siempre una serie de picos caracteristicos en el espectro y esto
permite la creacion de bases de datos con los espectros de masas que presentan
los distintos microorganismos. El espectro obtenido para un determinado
microorganismo se compara automaticamente con la base de datos, y el
resultado se emite junto a un puntaje o score.

La preparacion de la muestra se realizé transfiriendo una pequefia
cantidad de colonia aislada en una placa de acero MSP96 (BrukerDaltonics,
Alemania), se cubrié con 1 pL de disolucién de matriz HCCA porcionado
(BrukerDaltonics) y se dejo secar. La adquisicion de los espectros se realizo en
un espectrémetro de masas microflex (BrukerDaltonics) de manera automatica
mediante el software MALDI Biotyper (BrukerDaltonics). El software asigna una
puntuacion a cada identificacion entre 0 y 3 que permite evaluar la fiabilidad de
la identificacion. (Figura 15).

Figura 15. a- Cultivo de las levaduras. b- Inoculacion de la placa. c- Lectura en el
equipo MALDI-TOF
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El sistema realiza un célculo de similitud entre una huella molecular
obtenida mediante espectrometria de masas de un microorganismo desconocido
y las huellas moleculares de cepas patron caracterizadas y almacenadas en una
biblioteca de referencia. De esta forma, se pueden identificar microorganismos a
nivel de especie en pocos minutos después de realizar los procedimientos de

preparacion de muestras.

Se considera un puntaje mayor o igual a 1,7 como identificacion aceptable de la
especie, entre 1,5y 1,6 identificacion aceptable del género, y menor o igual a 1,5

como identificacién no fiable. (Maldonado, 2018; Taverna, 2019).

7- Identificaciéon molecular de especies cripticas

Para realizar la caracterizacion de las especies cripticas se amplifico la
region ITS1-5,8S—ITS2 del DNA ribosémico utilizando los cebadores descriptos
por White y col. (1990). La PCR se llevdé a cabo en 20 pyL de volumen final
conteniendo Buffer 1X, cloruro de magnesio 2,5 mM, dNTPs 200 uM, 10 pM de
cada cebador, Taq polimerasa 0,5 U, utilizando un ciclado compuesto por una
desnaturalizacion inicial 4 min a 94 °C y 35 ciclos de: 40 s 94 °C, 40 s 50°C y 40
s 72 °C, con una extension final de 10 min a 72 °C.

Cebadores utilizados (White y col., 1990)

Nombre Secuencia Tm Longitud
ITS1 (S) 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG 64,48 19
ITS4 (As) 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC 58,35 20

S: sentido; As: antisentido.

Los productos de PCR fueron chequeados en geles de agarosa al 2 %,
fueron secuenciados utilizando el servicio de Macrogen Corea
(www.macrogen.com) y analizados con el programa Genius 8 que permite la
visualizacion de los cromatogramas, facilita su control y la conformacion de una
secuencia consenso para cada secuencia obtenida.

Las secuencias fueron contrastadas contra la base de datos primaria on-

line del NCBI - National Center of Biotechnology Information
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(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/) y se determind su grado de identidad y similitud
con la herramienta BLASTn; y contra la base de datos secundaria o curada de
Fungal barcoding (http://www.fungalbarcoding.org/), utilizando la herramienta

Pairwise sequence alignment.

8- Conservacién de las cepas: las cepas de levaduras recuperadas se
conservaron por duplicado en agar agua y medio Castellani y refrigeradas a 4-8
OC (de Capriles, 1989, Fernandez Andreu, 2013).

9. Obtencidn de extractos de llex paraguariensis (yerba mate)

Durante los meses de junio- julio/2015 se recolectaron hojas de la planta
llex paraguariensis var. paraguariensis de cultivares seleccionados y codificados
como clon CA 1/74 (cultivar parental femenino) y clon CA 8/74 (cultivar parental
masculino), segun la guia del Ing. Agr. Sergio Prat Kriun. La muestra de herbario
se conserva en el INTA Cerro Azul, Ruta Nacional 14, km 1085, Provincia de
Misiones, Republica Argentina.

Se trabajo con las hojas del cultivar parental masculino, segun los
expertos es la tendencia de siembra de los cultivadores de yerba, que por su
caracteristicas morfologicas, fenoldgicas, sanitarias, culturales y tecnoldgicas lo
hacen un cultivo de eleccién (INTA) (Ver anexo). (Foto 1 a).

Una vez realizada la cosecha de las hojas se procedio a trabajar con ellas
para evitar el avance de los procesos de degradacion de tejidos. Las hojas fueron
seleccionadas de acuerdo al aspecto macroscopico, se eligieron las hojas que
respondian al color y textura descripto para la planta, sin manchas ni cambios de
color, libres de lesiones y de parasitos externos. Luego se realizé el lavado
exhaustivo con agua potable para eliminar cualquier material contaminante.

El proceso de secado se realiz6 en microondas a méxima potencia
durante 1 min. Las hojas limpias y secas fueron almacenadas dentro de
recipientes rotulados, en ambiente fresco, seco y en oscuridad. Finalmente, se
realizé la molienda en maquina eléctrica de trituracion de hojas en la catedra de
Farmacologia de la carrera de Bioquimica en la Universidad de Buenos Aires
(UBA) bajo la direccién de Dra. Rosana Filip, y se obtuvo un fino polvillo de la

muestra.
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9.1- Liofilizacion

Se pesaron 25 gr de la muestra obtenida en la molienda y se solubilizaron
en 500 mL de agua destilada, concentracion del 5 %. Se realizé el método de
“‘decoccion” a ebullicion durante 20 min., segun la Farmacopea Argentina.
Séptima edicion, 2013. Volumen IV, ANMAT, pag. 239, se lo dejé enfriar, se lo
filtro utilizando capas de gasa estéril y finalmente se utiliz6 bomba de vacio con
papel de filtro Watman N°10 estéril, para ultima filtracion. El recupero se llevé a
500 mL con agua destilada.

Una vez realizada la filtracion, la suspension se colocd en recipientes
adecuados (mamaderas) y se llevé al liofilizador. El liofilizador se calibré de
acuerdo a las directrices del fabricante. La mamadera se coloc6 en un sitio del
liofilizador con temperatura bajo cero y se mantuvo en rotacion hasta que toda la
muestra se congeld. El procedimiento insumio aproximadamente 1 hora. Luego
se retird de ese liquido refrigerante y se adaptd a unos picos que hicieron el vacio
y comenzo el proceso de sublimacion en frio. La muestra, mientras permanece
a temperatura ambiente no se descongela durante el liofilizado porque el vacio
gue hace el aparato impide este proceso.

El liofilizado es una técnica mejor que el deshidratado en estufa porque
no degrada la accion de algunos de los componentes de la muestra. El proceso
de liofilizado tarda entre 4 a 5 dias segun la cantidad de muestra (Ramirez-Navas,
2006). (Figura 16).

Se liofiliz6 todo el material obtenido de la molienda para asegurar que los
ensayos de laboratorio fueran realizados con el mismo lote. El producto liofilizado
fue conservado en frascos de vidrio con tapa hermética, a temperatura ambiente,
en ambiente oscuro. Los frascos se recubrieron con papel de aluminio para

protegerlos de la luz. (Foto 1 b).

Foto 1. a-Hojas de yerba mate b-Extracto liofilizado

Tesis doctoral Bgca. Miriam Estela Chade



MATERIALES Y METODOS

Hojas de | paraguariensis
triturad as

-~ Adicion de agua destilada |

| Obtenciondel extracto crudo |
por decoccion

Lavado con solvente |

( \ {* {/ \ i organice

Filtracidn en ampolla de
!r" | decantacion. Obtencion

extracto acuoso

Proceso de licfilizacien del |
exfracte acuocso

Figura 16. Esquema de obtencion y liofilizado del EHYM

9.2- Proceso de purificacién para determinar polifenoles
Se realizo el procedimiento de purificacion del EAHYM para determinar la

composicion de polifenoles. (Filip, 2001; Brumovsky, 2008).

Procedimiento:
Se preparé una suspension con 25 g de hoja de yerba mate en 500 mL de agua
y se llevd a coccidn. Se obtuvo el extracto crudo.
Con los 500 mL se preparo 1 extracto:
1. Extracto 1-
Se tomo una alicuota de 100 mL del extracto crudo y se realizaron 3
lavados con 25 mL de hexano en ampolla de decantacion.
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a- Luego se realizaron extracciones (3 veces) con 25 mL de tolueno.
b- El extracto acuoso asi obtenido se conservo y se descartd el extracto
organico.
c- Se obtuvo un extracto semi purificado en solucion acuosa y se llevd a
rotavapor para extraer el remanente de solventes organicos.
El resultante de los evaporados de ambos extractos se llevé a 100 mL, se obtuvo:
e 100 mL de extracto crudo.
e 100 mL de extracto 1.
Los extractos se mantuvieron congelados hasta el momento de realizar la

determinacién de la composicién de polifenoles.

9.3- Determinacion del contenido de polifenoles totales

La cantidad de polifenoles totales fue determinada en el Laboratorio de Analisis
de Aguas y Alimentos de la ciudad de Posadas, mediante la prueba de FOLIN
CIOCALTEU (normas ISO 14502-1-1:2004 (E). (Ver anexo).

e Fundamentos de la prueba

El ensayo Folin-Ciocalteu se utliza para medir el contenido en
compuestos fendlicos totales en productos vegetales.

Los compuestos fendlicos de la muestra reaccionan con el reactivo de
Folin-Ciocalteu formado por una mezcla de wolframato sédico y molibdato sodico
en &acido fosfoérico, a pH béasico, ocurre una reaccion redox, aparece una
coloracion azul que se mide en espectrofotometro a 765 nm y se cuantifica en
base a la curva de calibracion de acido galico.

La técnica es precisa y sensible, aunque puede mostrar variaciones segun
los volumenes utilizados de la muestra a analizar, concentracion de reactivos y

tiempo de reaccion. (Garcia Martinez, 2015).

e Procedimiento
Se mezclé 1 mL del extracto diluido con 5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu
diluido (10 en 100), se agité y se dej6 transcurrir 3 a 8 minutos, se agregé 4 mL

de la solucién de carbonato de sodio. Cada tubo se agito, se tapd y se dejé en
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reposo a temperatura ambiente. Luego de 60 minutos se determind la
absorbancia a 765 nm en un espectrofotdmetro marca Spectronic® Genesys™.
Las curvas de calibracién se prepararon con acido clorogénico y acido galico
(0,10, 20, 30, 40, 50 y 60 pg/mL).

Las ecuaciones del ajuste fueron:

y = 0,0066 * x - 0,00093,

donde x = concentracion del patron acido clorogénico (R2 = 0,9973)

y = 0,0122* x - 0,00898;

siendo x = concentracion del patrén acido galico (R2 = 0,9986).

Los resultados provenientes de los métodos de extraccion 1y 2 se expresan
como gramos de polifenoles equivalentes a acido clorogénico por 100 g de yerba
mate seca, y como gramos de polifenoles equivalentes a &cido galico por 100 g
de yerba mate seca (Brumovsky, 2008).

9.4- Verificacion de la carga microbiana del extracto vegetal

Para realizar el control microbiolégico se hicieron diluciones seriadas del
extracto puro, dill, dil 2 y dil 3, se realizaron coloraciones de Gram y cuando se
observd la presencia de estructuras Gram (+) que no desarrollaron en el medio
agar morfologia, esas estructuras fueron categorizadas como artefactos o

detritus vegetales.

10- Determinacion de la concentracién inhibitoria minima por microdilucién
de agentes antifungicos frente a levaduras

Se determiné la CIM siguiendo las directrices del documento EDEF. 7.3.2
del EUCAST (Arendrup, 2020).

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio Antifangicos del
Departamento de Micologia del INEIA “Dr. C. G. Malbran”.
Se evaluo la actividad in vitro de clotrimazol, itraconazol, nistatina y fluconazol
(Sigma-Aldrich, Argentina), y del EAHYM.

Las diluciones de los antifungicos se realizaron de acuerdo al esquema

propuesto en el Documento EDef 7.3.2. Las soluciones madre de todos los
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antifingicos se prepararon en dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich). En la

Tabla 6 se muestra un ejemplo de diluciones.

Tabla 6. Esquema para preparar las series de diluciones de los antifungicos*

Paso Concentracion Fuente Volumen del Volumen del | Concentracion Concentracion (pug/mL)
(ug/mL) antifingico (uL) | solvente (uL) intermedia después de una dilucién
(ug/mL) 1:100 con RPMI 2X (2 %
G)
1 12800 Stock 200 0 12800 128
2 12800 Stock 100 100 6400 64
3 12800 Stock 50 150 3200 32
4 12800 Stock 50 350 1600 16
5 1600 Paso 4 100 100 800 8
6 1600 Paso 4 50 150 400 4
7 1600 Paso 4 50 350 200 2
8 200 Paso 7 100 100 100 1
9 200 Paso 7 50 150 50 0,5
10 200 Paso 7 25 175 25 0,25

*Tabla tomada del documento EDef.7.3.2 (EUCAST), referencia

Los rangos de concentraciones probados fueron: para el itraconazol y la

nistatina de 0,008 — 8 ug/mL, para el clotrimazol de 0,03-16 pg/mL, mientras que

para el fluconazol fue de 0,125-128 pg/mL.

Se utilizaron microplacas estériles de 96 celdas, fondo plano (Nunclon

167008, Nunc, Naperville, IL, USA). Se dispensaron 50 pL por pocillo de las

distintas concentraciones de antifingicos desde la columna 1 a la 10, la columna

11 se cargd solo con medio de cultivo y se reservé como control de crecimiento

(se inocula la levadura en estudio sin antifingico), la columna 12 se reservé para

el medio de cultivo sin in6culo (control de esterilidad y blanco de lectura).

Las placas asi preparadas se conservaron a —70 °C durante un tiempo

maximo de 2 meses. (Figura 17).
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Figura 17. Rango de concentraciones en pg/mL para el itraconazol y el clotrimazol

10.1. Preparacion del medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI
1640) (Sigma-Aldrich), es un medio sintético de composicién conocida y estable,
al que se le agrego glucosa hasta alcanzar una concentracion final del 2 % y se
tamponé a pH 7 con el agregado de 0,165 M del &cido 3-(n-morfolino)

propanosulfonico (MOPS) (Sigma-Aldrich).

10.2. Preparacion del in6culo

El in6culo se preparo a partir de un cultivo de 24 h para Candida spp. y 48
h para levaduras del complejo C. parapsilosis. Se realizé una suspension en
agua destilada estéril y se ajusté al valor 0,5 de la escala McFarland (0,5 -2,5

x10° UFC/mL) con ayuda de espectrofotébmetro a 530 nm.
10.3. Preparacion de las diluciones del EAHYM

El uso del DMSO como diluyente se desestimé ya que no se logro

solubilizar el liofilizado de yerba mate.
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Se prepararon soluciones acuosas del extracto de yerba mate liofilizado.
Se probaron distintas concentraciones del EAHYM y se selecciond para su
evaluacioén la concentracion de 20 g del liofilizado de yerba mate en 5 mL de
agua (4000 mg/mL), las otras concentraciones se descartaron porque
presentaban coloracion verde oscuro y ademas la densidad elevada de las
soluciones impedia la lectura con espectrofotdmetro.
Con el fin de disminuir el efecto de la coloracion y asegurar la esterilidad del
EAHYM, se procedid a filtrar la solucion madre en dos tiempos. La primera
filtracion fue clarificante y se utilizé un filtro de poro 0,45 pm (MF-Millipore™,
Buenos Aires, Argentina), luego, en la segunda instancia se utilizaron filtros de

poro 0,22 um (MF-Millipore ™) para su esterilizacion.

Procedimiento

A partir de la solucién clarificada y esterilizada se procedié a realizar
diluciones seriadas al medio partiendo de 400 mg/mL hasta 0,78 mg/mL. Se
trabajé con el rango de concentraciones finales entre 400 - 0,78 mg/mL. (Ver
Anexo).

En la Figura 18 se muestra el algoritmo que se siguid para preparar las
diluciones del EAHYM.
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Figura 18. Preparacién de las diluciones del EAHYM.
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10.4. Carga de las placas con los antifungicos y con el EAHYM

Las concentraciones de antifungicos y del EAHYM utilizadas se observan en la

Tabla 7

Tabla 7. Valores de concentracion de antifingicos y de yerba mate utilizada para la

determinacion de la CIM

Concentracion de antifingicos (ug/mL) y EAHYM (mg/mL) por columnas
Drogas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NIS 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 0,03 | 0,015
FLZ 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25
ITZ 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 0,03 | 0,015
CLz 16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 0,03
EAHYM | 400 | 200 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78

Nist: nistatina; FZ: fluconazol; 1Z: itraconazol; CLZ: clotrimazol; EAHYM: extracto acuoso de hojas

de yerba mate.

En la Foto 2 se muestra la secuencia de pasos para la carga de placas con

EAHYM

Foto 2. a-Diluciones de EAHYM; b y c-Carga de las microplacas con medio de cultivo y EAHYM,;

e-Vista de microplaca cargada con EAHYM; f: Vista lateral de microplaca cargada con EAHYM.
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Cepas control de calidad:

En todos los ensayos se incluyeron las cepas C. krusei ATCC 6258 y C.
parapsilosis ATCC 220109.

Estas cepas tienen puntos de corte definidos solo para los antifingicos
itraconazol y fluconazol. Al no contar con valores de referencia para el
clotrimazol, la nistatina y los EAHYM, para cada antimicrobiano se determino la
CIM 30 veces con el fin de obtener el rango de trabajo. Las determinaciones se

realizaron en diferentes dias, se registré la CIM moda de las 30 repeticiones.

10.5. Incubacion

Las placas se incubaron a 37 °C durante 24-48 h. Para minimizar la evaporacion
del medio de cultivo por efecto de la temperatura, las placas se colocaron dentro
de una caja con tapa, y se aseguré una atmoésfera humeda (papel de filtro

empapado en agua destilada estéril).

10.6 Lectura de CIM automatizada

La lectura de las placas se realizd en un lector de microplacas
(Labsystems Multiscan Multisoft Basingstoke, UK) a 450 nm.

Para cada aislado se consider6 el 100 % de crecimiento a la absorbancia
media de las celdas control sin droga. El valor del pocillo control de esterilidad o
blanco se resto a la lectura del resto de los pocillos.

Para la nistatina, la CIM es la CIM 90 (concentracibn mas baja de
antifingico en que la absorbancia es menor o igual al 10 % de la absorbancia
del control de crecimiento, es decir 90 % de inhibicion comparado con el pocillo
control de crecimiento). Para los azoles fluconazol, itraconazol y clotrimazol, se
considero la CIM 50, que es la concentracion mas baja de antifingico en que la
absorbancia es menor o igual al 50 % de la absorbancia del control de
crecimiento. Cuando la densidad Optica de los pocillos a las 24 h fue menor a

0,2, se realiz6 otra lectura a las 48 h (Arendrup, 2020).
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10.7. Interpretacion de resultados. Puntos de corte
Los resultados obtenidos fueron interpretados teniendo en cuenta los
puntos de corte clinicos vigentes para las especies de Candida definidos por el

EUCAST en el documento Breakpoint tables for interpretation of MICs for

antifungal agents. http://www.eucast.org.

No obstante, en el documento del EUCAST no se incluyen los puntos de
corte para todos los antifingicos probados en este estudio, por lo tanto, no fue
posible realizar la interpretacién categdrica para todos, y para esos antifungicos
se informo el valor numérico de la CIM. (Tabla 8).

Para cada antifungico se definieron, ademas, el rango (intervalo entre el
valor CIM minimo y maximo); la moda (valor que se repitio con mayor frecuencia
en cada distribucién de datos por antifingico); la CIM 50 (concentracion que
inhibe a 50 % de la poblacion evaluada) y la CIM 90 (concentracion que inhibe a

90 % de la poblacion evaluada).

Tabla 8. Puntos de corte clinico para Candida spp. frente a fluconazol e itraconazol*

Especies Drogas Puntos de corte clinico
CIM (pg/mL)

Ss< I R>

C. albicans Fluconazol 2 4 4
Itraconazol 0.06 - 0.06

C. glabrata Fluconazol 0.001 16 16
Itraconazol ND - ND

C. parapsilosis Fluconazol 2 4 4
Itraconazol 0.125 - 0.125

C. tropicalis Fluconazol 2 4 4
Itraconazol 0.125 - 0.125

C. kusei Fluconazol ND - ND
Itraconazol ND - ND

*Tabla adaptada de Procedures Version 2.0, valid from 2020-09-24. www.eucast.org. <S/>R: sensible/
resistente I Intermedio. ND: no demostrado.
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Para los EAHYM no fueron definidos los puntos de corte clinicos, se considero
la lectura de la CIM 50, CIM 90, moda, rango.

11. Determinacién de la concentraciéon fungicida minima

Para comprobar la actividad fungicida del EAHYM se determiné la
concentracion fungicida minima (CFM) que se define como la menor
concentracion de un antifingico capaz de producir la muerte del 99,99 % de los
microorganismos en estudio. Su determinacion brinda una valiosa informacion
sobre la actividad microbicida de un farmaco.

La base de la CFM es la CIM determinada previamente mediante
microdilucion. Al no existir un estandar para realizar estas determinaciones en
levaduras se tomé como base el método que se utiliza en bacterias (CLSI, 1999)
y pusimos a punto la técnica que se describe a continuacion:

Luego de finalizada la lectura e interpretacion de la CIM, se tomo6 un
volumen de 100 pL de cada pocillo con inhibicion visible del crecimiento
incluyendo el pocillo de la CIM y aquel correspondiente a una dilucibn menor de
la CIM y se sembré en placas de Petri con medio YM o Sabouraud (ver Anexo
). Figura 19.

CIM

400 | 2 25 J 125 | 625 | 313 [ 18 | 078 | cc
—— . . l {

LTI

S=1S—lS Y s S S—

Figura 19. Esquema que muestra el procedimiento para realizar la determinacion de la
CFM.

Las placas se incubaron a 35 °C durante 48 - 72 h. Se realiz6 el recuento de
UFC/mL.
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11.1. Interpretacion de resultados

Para hongos no existe un método estandarizado para la lectura final de
CFM, se considero la muerte >99,9 % de UFC/mL. La CFM se definié como la
menor concentracion que produjo una disminucién de 1000 veces del nimero de
UFC del indculo inicial. Se consideré fungicida cuando el cociente CFM:CIM-0

fue < 4 y fungistatico cuando el cociente fue > 4. (CLSI, 1999; Pfaller, 2004).

12. Método de sensibilidad por difusion en agar (Método cualitativo):
Se trabajé segun documento estandar M44-A3 del CLSI (CLSI, 2018).

12.1 Medio de cultivo

El medio utilizado fue Mueller-Hinton (Difco, Buenos Aires, Argentina) con
modificaciones (MHM). Se agregd 2 % de glucosa y azul de metileno, pH entre
7,2 -7,4 a 25 °C, una vez esterilizado fue dispensado en placa de Petri estéril de
90 mm de diametro, a razon de un volumen de 25 mL aproximadamente en cada

una, hasta alcanzar una altura de agar de 4 mm.

12.2 Reactivos utilizados

Se utilizaron discos Malbran, discos Oxoid y tabletas Neo-Sensitabs™
cargados con concentraciones fijas de antifungicos.

Para las tabletas Neo-Sensitabs™ la potencia para cada antifingico
cargado y los puntos de corte se muestran en la Tabla 9.
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EUCAST-and CLSI potency
NEO-SENSITABS™

Interpretation Zones and MIC Breakpoints
according to CLSI

- Document: 3.15.0

Zone diameter Ereak-points
i MIC g/l
HNEO-SENSITABS POTENCY CODE 5 I R 5 R
Amphotericin B 10 pag AMPHO =15 14-10 = 10 21 = 1
Caspofungin *) (24) 5 ug CASPS
C. albicans, C. tropicalis, C. krusei =17 16-15 <14 £ 0,25 = 0.5
C. parapsibosis,* C. guilliermondii B ==13 =10 = 2
C. glabrata ==16 ] ] Z0.12 =0,25
Fluconazole **) [(27) 25 ug FLUCZ
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis =17 16-14 =13 =2 =i
C. glabrata - =215 =14 =32 = 32
(SDD) (SDD)
Ibraconazole (11) 10 ug ITRAC =23 22-14 =13 =0.12 = 0.5
(SDD)
Ketoconazole 15 pg KETOC = 28 27-21 = 20 =0.12 =0.25
Posaconazole (9,12) 5 g POSAC =17 16-14 =13 =1 =2
(SDD)
Voriconazole (23] 1 pg WOR.1
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis =17 i6-15 = 14 Z0.12 =0.5
C. krusei =15 14-13 <12 Z0.5 =1
C. glabrata =16 - Z15 Z0.5 =0.5

*Tabla tomada de www.rosco.dk. S: sensible; I: intermedio; R: resistente.

Los discos Malbran y los discos Oxoid tienen una carga fija de 25 ug de

fluconazol.

12.3. Cepas Control de calidad

En todos los ensayos se incluyeron las cepas C. krusei ATCC 6258 y C.

parapsilosis ATCC 220109.

Estas cepas tienen puntos de corte definidos solo para los antifingicos

itraconazol y fluconazol. Al no contar con valores de referencia para el

clotrimazol, la nistatina y los EAHYM, para cada antimicrobiano se determiné la

sensibilidad por difusion en medio sélido 30 veces con el fin de obtener el rango

de trabajo. Las determinaciones se realizaron en diferentes dias, se registro el

rango del valor de halo inhibicién para cada agente obtenido a partir de las 30

repeticiones.

12.4. Preparacion y siembra del inéculo

Las levaduras en estudio fueron reaisladas en placas de Petri con agar

YM. Luego de 24 h de incubacion a 35 + 2 °C se tomaron 5 colonias de alrededor
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de 1 mm de didmetro y se prepard un inoculo de turbidez 0,5 McFarland
(aproximadamente 1-5 x 106 UCF/mL) en soluciéon 0,145 mol/L de cloruro de
sodio estéril (solucién salina 0,85 %).

La siembra del in6culo se realiz6 dentro de los 30 min de preparado
mediante hisopado de la placa con agar MHM en tres direcciones. Foto 3.

12.5 Colocacion de los discos/tabletas, incubacion y lectura

Los procedimientos se realizaron en cabina de seguridad bioldgica 11B.

Los discos/tabletas se tomaron con ayuda de pinza estéril, de punta fina
y se procedio a colocar los discos/tabletas cargados con antifingicos respetando
los margenes de +/- 20 mm desde el borde y cuando se evalu6 mas de un
antifangico se considerd la distancia de 40 mm entre cada tableta.

Las placas se incubaron a 35 + 2 °C, durante 24 y 48 h, la lectura fue
visual y se midi6 el diametro del halo de inhibicién con regla milimetrada, el valor
numérico obtenido se expresé en mm.

Para los azoles se tomé en cuenta el halo més externo; las colonias mas
pequefias que desarrollaron dentro de la zona de inhibicion fueron por
crecimiento residual o de arrastre, conocido como “trailing”, no se las consideré

como mutantes resistentes.

Para la nistatina, por ser una droga fungicida, la presencia de colonias dentro del
halo de inhibicién fue considerada como no sensible.

Foto 3. Medida de la densidad 6ptica de los inoculos y colocacion de los discos de

antifingicos.
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12.6. Interpretacion de los resultados

Para las tabletas Neo-Sensitabs™ se tuvieron en cuenta los puntos de
corte propuestos por Rosco en el Documento 3.15.0 para Candida spp.
(www.rosco.dk) (Tabla N° A), para los discos Malbran se usaron los puntos de
corte definidos por Rodero y col, 2006 y para los discos Oxoid se usaron los
puntos de corte definidos en el documento M60 2nd ed. del CLSI (CLSI, 2020).

13. Analisis estadistico combinacién antifUngicos/especie

El andlisis estadistico de los resultados se realizO con el software
Stagraphics Centurion XV (2009) y el MS Excel software.

Se realiz6 un analisis de regresion lineal por el método de minimos
cuadrados (coeficiente de correlacion de Pearson), mediante el registro de los
diametros de la zona de inhibicion versus sus respectivos valores de CIM
(después de la transformacién logaritmica). El valor de la CIM para cada
combinacion antifungico/especie se correlacion6 con el didmetro de la zona de
inhibicion (en milimetros).

La asociacion entre ambos métodos se representd en graficos de
dispersion, en el eje X se represento el Log2 del valor de la CIMy en el eje Y se
registraron los valores del halo de inhibicion (en mm).

Las discrepancias entre el método de referencia y el método por difusiéon en agar
se clasificaron como:
= Discrepancia muy mayor: (DMM) cuando la levadura fue categorizada
como resistente por método de dilucion y como sensible por el método de
difusion.
= Discrepancia mayor (DM) cuando la levadura fue categorizada como
sensible por método de dilucion y como resistente por el método de
difusion.
= Discrepancia menor (Dm) cuando la levadura fue categorizada como
sensible o resistente por el método de dilucion y como sensible

dependiente de dosis 0 viceversa, por el método de difusion.
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14- Determinacion de la sensibilidad por difusién en agar con discos de
papel cargados con EAHYM

Se utilizo la técnica descripta en el documento M44 3rd ed. del CLSI segun
se describié en el punto 14 de esta seccion. Como agente antifungico se utilizé
el EAHYM preparado como se describe en el punto 12.3. Como reservorio se

utilizaron discos de papel Whatman N°1 de 9 mm de diametro.

14.1. Preparacion y carga de los discos con EAHYM

Los discos de papel Whatman Nro 1 se separaron en 3 lotes y se rotularon
con el valor de la concentracidén con la que se iban a cargar, se esterilizaron en
autoclave a 121 °C, 15 min. Se los dejo secar en estufa a 37 °C.

Cada disco recibi6 20 pL de las concentraciones del EAHYM a ensayar:
20 mg/mL, 10 mg/mL y 5 mg/mL. La eleccién de las concentraciones se baso en
el rango de accion y los datos obtenidos previamente a partir de la CIM realizada
con los EAHYM. Los discos cargados se resguardaron en desecador en estufa
a 37 °C durante 48 h.

Control de esterilidad: se tomaron 5 discos de cada concentracion del EAHYM
y se colocaron sobre placas cargadas con medio sélido Mueller-Hinton, se
incubaron a 35 +2°C, durante 48 h. Al cabo de ese tiempo se verifico la esterilidad
de cada lote de reactivos al no evidenciar desarrollo de microorganismos

contaminantes alrededor de los discos.

Una vez que se comprobd la esterilidad, los lotes de discos se conservaron en

camara fria (4 °C), en oscuridad.

En la Foto 4 se muestra el algoritmo de trabajo para cargar los discos y para el

control de esterilidad.
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Foto 4. a-Carga de discos con distintas concentraciones de EAHYM; b-Control de

esterilidad, se colocan los discos sobre medio Mueller Hinton, se incuban y se verifica la
esterilidad del reactivo al no evidenciar desarrollo de microorganismos contaminantes

alrededor de los discos.

Ademés de la carga de discos con EAHYM se ensay0 la técnica de
difusion realizando hoyos de 7 mm de didmetro en la superficie del agar Mueller
Hinton previamente hisopado con el indculo de la levadura en estudio.

Los hoyos se cargaron con las distintas concentraciones del EAHYM

preparadas. Foto 5.
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Foto 5. Difusion en agar de extractos de yerba mate en hoyos.

14.2. Técnica por multi inoculacién

Se prepararon placas con 25 mL de agar MHM + concentracion final de
EAHYM de 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL y 2,5 mg/mL. La siembra del inéculo
de las levaduras se realiz6 con micro inoculador (Cetin), gentilmente cedido por
la Catedra de Bacteriologia. FCEQyYN. UNaM. Los ensayos se realizaron por

duplicado. Foto 6.

Foto 6. Multi inoculador, cajas de Petri con las distintas diluciones del EAHYM,

plantilla de siembra, siembra por multi inoculacién.
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15- Resguardo de cepas
Las cepas estudiadas se resguardaron por duplicado en medio Castellani

y agar agua a temperatura ambiente y a 4°C

16- Analisis estadistico antifUngicos convencionales — extractos vegetales

Para comparar los porcentajes de inhibicion de desarrollo levaduriforme
obtenidos con los antifungicos convencionales y los extractos vegetales
ensayados, se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) y un test a posteriori de
comparacion de medias (disefio factorial de una variable) utilizando el software
Stagraphics Centurion XV (2009) (STATGRAPHIC, 2009).
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RESULTADOS
Durante el periodo enero /2015 - diciembre/2017 se aislaron y recuperaron

139 cepas de hongos levaduriformes a partir de exudados vaginales de 133 mujeres
con manifestacion clinica de ardor, dolor, flujo vaginal y prurito vulvar. El rango etario
de las pacientes era de 15 a 50 afos, el 33 % se encontraba entre las 30 y 35
semanas de gestacion, lo que indica que es un estado fisiol6gico que predispone a
padecer episodios de CVV.

En las instituciones de origen se realizé el examen microscopico del flujo
vaginal. Los resultados de la observacion microscopica se volcaron en registros con
los datos filiatorios encriptados para evitar la trazabilidad.

Cada levadura derivada para su estudio estuvo acompafada con su
respectivo registro y alli se detallaron las caracteristicas del flujo vaginal de cada
paciente.

De acuerdo a los registros, en general se observoé disminucion o ausencia de
lactobacilos, presencia de abundantes polimorfonucleares neutrofilos,

blastoconidios y/o pseudomicelios y predominio de biota bacteriana Gram negativa.

e Pruebas para laidentificacion fenotipica de las levaduras

La identificacion fenotipica se realiz6 mediante el estudio de las caracteristicas
fisiologicas, culturales y microscopicas. (Foto 7).
-Crecimiento a 28 °Cy 37 °C

El primo aislamiento se realiz6 en agar YM, todos los aislados desarrollaron
tanto a 28 °C como a 37 °C, 138/139 formaron colonias cremosas, color blanco,
crema, sin produccion de pigmentos, aspecto humedo, brillantes, bordes lisos y
enteros, en general de forma circular, de aproximadamente 4-6 mm al cabo de 7
dias de incubacion.

Solo 1/139 aislado formé una colonia color crema, con textura rugosa, seca,
opaca, con tamafo de 8-10 mm al cabo de 7 dias de incubacion.
-Crecimiento en medio cromogeno

Todas las levaduras desarrollaron en agar cromégeno y mostraron distintos
colores: verde, azul-violaceo, crema, blanco, todas de aspecto cremoso, himedo,
mientras que la colonia de color rosa con centro purpura mostro textura rugosa,

Seca.
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Las levaduras que presentaron color verde (111/139) fueron identificadas

presuntivamente como complejo C. albicans, las que presentaron color azul-
violaceo (6/139) como C. tropicalis, la color rosa-purpura (1/139) como C. krusei,
mientras que a las levaduras que presentaron color crema o purpura (21/139) no
fue posible asignarles una identificacion presuntiva. Con el medio cromogénico fue
posible detectar asociacion en cuatro pacientes entre C. albicans y C. glabrata y
entre C. albicans y complejo C. parapsilosis; y en dos pacientes con recidiva se
presentd asociacion entre C. albicans y C. glabrata.

-Prueba de Reynolds-Braude

La formacion de los tubos germinativos en suero bovino se observo en
111/139 aislados, se manifest6 como una prolongacion digitiforme a partir de la
célula levaduriforme y permitié identificar a estas levaduras, en forma presuntiva,
como complejo C. albicans (Foto 7 a).

-Cultivos

Para los 111/139 aislados que resultaron positivos para la formacién de tubo
germinativo y dieron color verde en el medio CHROMagar se ensayaron las
siguientes pruebas con el fin de diferenciar presuntivamente a C. albicans de C.
dubliniensis:

Medio Pal: se observé el desarrollo de colonias cremosas, de tonalidad gris verdosa
y bordes lisos, presuntivamente correspondientes a C. albicans. (Foto 7 b).
Formacion de clamidoconidios: se usaron los medios de cultivo ATZ, medio AL y
el medio ATM.

En los medios de cultivo ATM y ATZ no se obtuvo formacién de
clamidoconidios, corresponde presuntivamente a C. albicans.

En el medio AL el 20 % (22/111) de las levaduras ensayadas no formo
clamidoconidios. Si bien la mayoria de los aislados formé clamidoconidios (80 %),
se observaron diferencias en la presentacién y agrupacion en el pseudomicelio, en
el 72,5 % los clamidoconidios fueron terminales y Unicos, mientras que en el 7,2 %
fueron terminales y multiples. Tabla 11.

Con respecto a las pruebas fisiologicas, el 100 % de las levaduras
identificadas presuntivamente como C. albicans formaron halo de opacidad

alrededor de la colonia en el medio opacidad, no produjeron fenoloxidasa, formaron

Tesis doctoral Bgca. Miriam Estela Chade



RESULTADOS
colonias blancas lisas y brillantes en medio ATM, mientras que solo un 42 %

desarroll6 turbidez en el caldo hipertonico. Tabla 11.

Prueba de trehalosa: 12/139 (8,63 %) aislados dieron prueba positiva y se las
identificé presuntivamente como pertenecientes al complejo C. glabrata. Tabla 10.
En la Foto 7 se muestran imagenes de la macro-micromorfologia y pruebas
fisiologicas.

Foto 7.a-Colonias cremosas, cultivo en agar YM a 28 °C; b- Macromorfologia en agar Pal, colonias
lisas; c-Formacién del tubo germinal en suero bovino; d-Formacién de clamidoconidios en agar
tomate zanahoria; e- Cultivo en agar cromogénico; f- Presencia de turbidez en caldo hiperténico; g-

Deteccion de actividad lipasa; h-Prueba de trehalosa.
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Tabla 10. Identificacion presuntiva de levaduras aisladas de flujo vaginal, caracteristicas

morfoldgicas vy fisiologicas

Especies 28y 37 °C Textura
_ Verde
Complejo
) 111 Sl Cremosa | claro/verde Sl Sl NO
C. albicans
oscuro
Complejo )
12 Sl Cremosa Lila-blanca NO NO Sl
C. glabrata
C. tropicalis 6 Sl Cremosa Azul NO Sl NO
. Violeta-
S. cerevisiae 5 Si Cremosa } NO NO NO
purpura
Complejo Rosa-
o 4 Sl Cremosa NO Sl NO
C. parapsilosis crema
i Seca- Rosa/purp
C. krusei 1 Sl NO Sl NO
rugosa ura

TG: tubo germinativo; CHROM: Cultivo en CHROMagar; PSM: pseudomicelio; Tre: asimilacion de
trehalosa.
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Tabla 11 Pruebas diferenciales para identificacion fenotipica C. albicans - C. dubliniensis

. Lipasa Caldo
Especies TG CH ar CLAM (AL CLAM (A CLAM (A ATM-FO . A Agar Pal
ROMag (AL) (ATM) (ATZ) (MO) hipestinico g
Candida Colonias griz
albicans (DMic | Sl | Verde esmeralda Terminales Mo forma Mo forma Halo B/ILB Turbidez verdoso/ bordes
982873) regulares
Candda verdomctondes
dubliniensis Sl Verde oscure Agrupadas Abundantes Escazos Mo-hale DIRID Mo turbidez
) festoneados -
(DMic 93885)
filamentosos
81 (725 %) 47 (42 %}
) L desarrolla
clamidoconidios ;
terminales (nicos LIEmETE
100 % halo 100 % caldo
Complejo C. IR B(7.2% 100 % no forma | 100 % no formd | alrededor SIE 1E.m o REIE
. 51| esmeralda, 3 (3 N e . L . L color blance, gris verdoso, de
albicans n=111 clamidoconidios clamidoconidios | clamidoconidios| dela )
%) verde claro ] - ) lizo y 4 (52 bordes regulares
terminales mitiples colonia brilante (58 %) 1y
desarrolla
22 (20 %) no turbidez
desarroll
clamidoconidios

TG: tubo germinativo; CLAM (AL): formacién de clamidoconidios en agar leche; CLAM (ATM):
formacion de clamidoconidios en agar tabaco modificado; CLAM (ATZ): formacién de
clamidoconidios en agar tomate zanahoria; Lipasa (MO): actividad lipasa en medio opacidad; ATM-
FO: agar tabaco modificado para evaluar produccion de fenoloxidasa; B/L/B: blanca/lisa/brillante;
D/R/O: dorada/rugosa/opaca.

Del total de muestras evaluadas, 134/139 (96 %) cepas correspondieron a
hongos levaduriformes del género Candida y 5/139 (4 %) al género Saccharomyces.

El mayor namero correspondio al complejo C. albicans 82,8 % (111/134),

seguido por el complejo C. glabrata 8,9 % (12/134), C. tropicalis 4,4 % (6/134),
complejo C. parapsilosis 2,9 % (4/134) y C. krusei 0,7 % (1/134). (Graficol)
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En cuatro pacientes se observé infeccion mixta entre los complejos C.

albicans y C. glabrata, y entre los complejos C. albicans y C. parapsilosis; y en dos
pacientes con recidiva se presentd asociacion entre los complejos C. albicans y C.

glabrata.

S. cerevisiae
4% —

\_ Candida spp.
96%

Grafico 1. Total de aislados levaduriformes identificados en forma presuntiva

Las cepas identificadas fueron resguardadas por duplicado en medio Castellani a

temperatura ambiente y a 4 °C.

e Identificacion con técnicas de proteémica:

Validacion de la identificacion fenotipica de las levaduras

En el Laboratorio de Referencia del INEIA “Dr. C. G. Malbran”, se validé la
identificacion fenotipica de las 139 levaduras por el método de espectrometria de
masas, MALDI-TOF-MS.

Del total de cepas evaluadas hubo una coincidencia del 97 % (135/139) entre
la identificacion fenotipica y la validacion por Maldi-Tof (ver anexo).

La discrepancia entre ambos métodos se observé en los complejos de
especies de C. albicans (3/111), C. glabrata (1/12) y C. parapsilosis (1/4).

Con las pruebas fenotipicas no fue posible identificar a las especies cripticas
C. nivariensis ni a C. metapsilosis. (ANEXO). Los resultados se muestran en la
Tabla 12.
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Tabla 12. Identificacion de levaduras por métodos fenotipicos y por espectrometria de

masas (MALDI-TOF)

Identificacion

Género y especie fenotipica* Maldi-Tof
Candida albicans 111 108 (97 %) 111 (100 %)
Candida glabrata 11 11 (100 %) 11 (100 %)
Candida nivariensis 1 0 1 (100 %)
Candida tropicalis 6 6 (100 %) 6 (100 %)
Candida parapsilosis 3 3 (100 %) 3 (100 %)
Candida metapsilosis 1 0 1 (100 %)
Candida krusei 1 1 (100 %) 1 (100 %)
Saccharomyces cerevisiae 5 5 (100 %) 5 (100 %)

* Porcentaje de identificacion correcta entre paréntesis

e Identificacion molecular

Por este método fueron identificadas 2 especies cripticas: 1/12 cepas como
C. nivariensis perteneciente al complejo C. glabrata y 1/4 cepas como C.
metapsilosis perteneciente al complejo C. parapsilosis.

Los productos de amplificacibn por PCR fueron enviados a purificar y
secuenciar a Macrogen Korea. Luego de su procesamiento y evaluacion, las
secuencias obtenidas concuerdan con las descriptas en las bases de datos para
diferentes aislados del género Candida.

La cepa codificada como 26 presento indices de identidad y similitud del 100
% con la especie C. metapsilosis en ambas bases de datos (Figura 20 y Figura 21)
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BLAST®

Home || RecentHesults | Saved Strategies

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
it Alignments o

Max | Total | Query| E

Ident | Accession
score | score cover value

Description

Candida metapsilosis culture-collection CBS:10907 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequer 959 959 100% 0.0 100% KY102203.1

Candida metapsilosis strain TN5710D13 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribe 959 959 100% 0.0 100% KX421284.1

Candida metapsilosis strain TN172U12 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribe 959 959 100% 0.0 100% KUG665251.1

Candida metapsilosis strain TN483HC13 183 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcri 959 959 100% 0.0 100% KUG665250.1

[J Candida metapsilosis strain ATCC 96144 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcri 959 959 100% 0.0 100% KC777380.1

Candida metapsilosis strain Meta/M-18 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribe 959 959 100% 0.0 100% KC7773751

Candida metapsilosis strain L EMIB448 188 ribosomal RNA aene. partial sequence: internal transcribe 959 959  100% 0.0 100% .JG585714.1

Candida metapsilosis strain IPO911012 isolate ISHAM-ITS IDMITS869 18S ribosomal RNA gene, pai 959 959  100% 0.0 100% GQ152297.1

Candida metapsilosis strain CBS 10907 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal ranscrit 959 959 100% 0.0 100% FJ872019.1

[[J Candida metapsilosis strain UME 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spe 959 959  100% 0.0 100% FJ515200.1

Figura 20. Cepa 26, resultado del analisis de identidad y similitud realizado con la herramienta
BLASTnN del NCBI.

r f
International Fungar Working Group
Pairwise Results Clustering results
‘ # Reference description Score ‘ Probability ‘ Similarir\;‘ Fr.?tgm:?nr! Overlap¥ ‘ Direction| Rating
WM DL56
Whi DL.56
1 824181 | 0 100 3 100 = of i T
Candida metapsilosiz, NLINnk330: ITS
FUnNBOLD
2 824181 | © 100 51 100 +/- T
FunBOLD
KCT77380
KCT77380
3 824181 | 0 100 2l 100 +/- e
Candida metapsilosiz, NLink320: ITS
FunBOLD

Figura 21.: Cepa 26. Resultado obtenido del analisis realizado mediante la base de datos Fungal
barcoding

La cepa codificada como 11B present6 indices de identidad y similitud del

100 % con la especie Candida caseinolytica en ambas bases de datos; y del 99 %
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y 98,5 % con la especie C. nivariensis en la base de datos del NCBI y del Fungal

barcoding respectivamente (Figura 22 y Figura 23).

., BLAST®
Home || RecentHesilts | Saved Strategies = Help

-

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
| it Alignments o

Max | Total Query E |

Description Ident | Accession
score score cover  value

Tortispora casainolytica culture-collection CBS:7721 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequen 1234 1234 100% 0.0 100% KY105610.1

Candida nivariensis strain DMic062066 intarnal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal 1229 1229 100% 0.0 99% KPO50697.1

Candida nivariensie strain 893301INCA 18S ribosomal BNA gene. partial sequence: internal transeribe 1229 1229 100% 0.0 99% KJO57824.1

Candida nivariensis strain IDR1100006818 internal transcribed spacer 1, parial sequence: 5.88 riboso 1229 1229 100% 0.0 99% JNE75320.1

Candida nivariensis strain IDR1100004444 internal franscribed spacer 1, parial sequence: 5.88 riboso 1229 1229 100% 0.0 99% JNE75319.1

Candida nivariensis strain IDR1100004443 internal franscribed spacer 1, parial sequence: 5.88 riboso 1229 1229 100% 0.0 99% JNE75318.1

Candida nivariensis strain NRRL ¥-48269 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transerik 1229 1229 100% 0.0 99% JMNAG2341.1

Figura 22. Cepa 11B.Resultado del analisis de identidad y similitud realizado con la herramienta
BLASTN del NCBI.

i Fungal Barcoding " it

International Fungar wWorking Group

Pairwise Resulrs Clustering results
‘ i Reference description ‘ Score ‘ Probability ‘ Similariry’i Fragmﬁ-n?i Overlap% ‘ Direction | Rating
CBS 7781
CBS 7781
g 106034 | O 100 1 100 S

Tortispora caseinolytica, NLink390: ITS

FunBoOLD

IN882341
2 lod+ 42 © 100 2 98503 +/- Ziciicte
Candida nivariensis, NLink390: ITS
FUunBOLDE
CBE 9985 ex 12189
CBS5 9985 ex 12189 itz
3 104449 | O 100 ! 98503 e (e

(5

Candida nivariens:s, NLnk390: T

Fun8OLD

Figura 23. Cepa 11B. Resultado obtenido del analisis realizado mediante la base de datos Fungal

barcoding.
La confirmacion de C. nivariensis y C. metapsilosis, se realizd por secuenciacion de

las regiones ITS del ADN ribosomal, en el Laboratorio de Referencia, que informé:
(ver Anexo).
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o cepa 11B: Candida nivariensis. Sec regiones ITS: L16-814 (ITS1, primer

foward) y L16-820 (ITS4, primer reverse).

o cepa 26: Candida metapsilosis. Sec regiones ITS: L16-848 (ITS1, primer
foward) y L16-858 (ITS4, primer reverse)

El nidmero y porcentaje de especies identificadas fenotipica y molecularmente se

muestran en el Grafico 2.

C. parapstiosts C. krusei _ C. metapsilosis
2%(3) - 1%(1) 1% (1)
C. tropicalis | / C. nivariensis

a%(6) 1% (1)

C. glabrata

_C. albicans
83% (111)

Grafico 2. Identificacion definitiva de levaduras del género Candida.

Distribucién de las especies

e Obtencién de extractos de hojas de llex paraguariensis St. Hil. (Yerba
mate)

Se utilizé un total de 25 g de las hojas de yerba mate trituradas para realizar

la decoccidn, y se obtuvieron 500 mL del extracto acuoso al 5 %. El recupero se

liofilizo y se obtuvieron 30,87 g. Todo el trabajo experimental se llevé a cabo con el

mismo lote de producto liofilizado.
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RESULTADOS
El liofilizado presenté caracteristicas organolépticas tales como: aspecto de

polvo fino, de color verde claro, olor caracteristico y poco higroscopico, de buena

solubilidad en solvente agua destilada. Foto 8.

Foto 8. EAHYM liofilizado. Fuente propia

e Determinacion del contenido de polifenoles totales
Las determinaciones fisicoquimicas se realizaron en base a las normas
ISO/FDIS 14502- 1:2004 (E), y evidenciaron un contenido de polifenoles totales
de 243, 7 mg/g bh EAG (bh: base hiumeda EAG: Equivalente a acido gélico).
(Informe en Anexo). En el Gréafico 3 se observa la curva de calibracién obtenida en

funcion de &cido galico.

Curva acido galico
0.6 -
| y =0.0104x + 0.0479
0-5 A R? = 0.9994
04 4 s
<] e
& 0-3 1 4
< 55 | /
014
0 * + Polifenoles
0 20 40 60
Lineal
mg/ml x10-3 (Polifenoles)

Gréfico 3. Curva de absorbancia del acido gélico
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RESULTADOS

e Determinacion de la concentracion inhibitoria minima por dilucion de

agentes antifungicos y EAHYM frente a levaduras

La determinacion de la CIM se realizé de acuerdo al documento EDEF 7.3.2
del EUCAST, detallado en material y métodos.

Se evalug la actividad in vitro de fluconazol, itraconazol, clotrimazol, nistatina
y yerba mate frente a 139 cepas de levaduras aisladas de flujo vaginal.

Para los antifiingicos itraconazol y fluconazol se asignaron las categorias
definidas en el documento Breakpoint version 2.0 del EUCAST.

Cepas control:

Los valores de la CIM de las cepas de referencia C. krusei ATCC 6258 y C.
parapsilosis ATCC 22019 frente a los antifingicos fluconazol y para el itraconazol
se encontraron dentro de los valores esperados. Para el clotrimazol, la nistatina y el

EAHYM se registraron la CIM moda de 30 repeticiones. Tabla 13.

Tabla 13. Valores de CIM de las cepas de referencia frente a los antifungicos y EAHYM

Valor del de CIM para las cepas de referencia pg/mL

EAHMY*

Cepas control FLZ CLzZ* ITZ NIS* 5
C. krusei! 32 0,03 0,06 1 100
C. krusei # 16-64 ND 0,03-0,125 ND ND
C. parapsilosis? 1 0,03 0,06 1 200
C. parapsilosis? 0,03 -

05-2 ND ND ND
# 0,125

1- ATCC 6258; 2- ATCC 22019; 3-valor expresado en mg/mL; FLZ: fluconazol; CLZ: clotrimazol; ITZ:
itraconazol; NIS: nistatina; EAHYM: extracto acuoso de hojas de yerba mate; CIM: concentracién
inhibitoria minima; ND: no definido.

*La determinacion de la CIM se realizé 30 veces, se registré la CIM moda.

# Rango establecido en el Documento EUCAST AFST QC Tables v. 4.0, valid from 2020-02-04 para

las cepas de referencia.
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RESULTADOS
e Determinacion de la CIM de itraconazol y fluconazol

Al realizar el analisis para cada combinacion antifGngico/microorganismo,
observamos que para el itraconazol, el 89,1 % de los aislados de C. albicans
mostraron una CIM < 0,06 ug/mL (sensible), y el 10,8 % > 0,06 pg/mL (resistente) y
para el fluconazol el 94,6 % de los aislados mostré una CIM < 2 ug/mL (sensible),
el 2,7 % una CIM de 4 pg/mL (intermedio) y 2,7 % > 4 ug/mL (resistente).

Por su parte, para C. glabrata no hay puntos de corte clinicos definidos frente
al itraconazol, por lo tanto, no fue posible asignar las categorias de
sensible/resistente. Observamos que 9 cepas (81,8 %) mostraron una CIM de < 0,06
ng/mL y 2 cepas (1,8 %) una CIM de 0,25 y 0,5 pg/mL, respectivamente. Mientras

gue la especie criptica C. nivariensis tuvo una CIM de 0,5 pg/mL.

En cuanto al fluconazol frente a C. glabrata, el 72,7 % de los aislados mostro
una CIM entre 0,25 - 16 pg/mL (intermedio) y el 27,3 % manifesté una CIM >16
ug/mL (resistente).

La cepa de C. nivariensis tuvo una CIM > 16 pg/mL, para esta especie no se
definieron los puntos de corte clinicos frente al fluconazol, no obstante, se considera
resistente por pertenecer al complejo C. glabrata.

El 83,3 % de las C. tropicalis mostraron una CIM < 0,125 pg/mL (sensible), y
el 16,6 % > 0,125 pg/mL (resistente) frente al itraconazol. Para el fluconazol el 83,3
% de las cepas mostré una CIM < 2 pg/mL (sensible) y el 16,6 % > 4 pg/mL
(resistente).

Para el itraconazol, el 100 % de los aislados de C. parapsilosis mostraron un
valor de CIM < 0,06 pg/mL (sensible). Del mismo modo, la cepa criptica C.
metapsilosis tuvo una CIM de 0,06 pug/mL, para esta especie no se definieron los
puntos de corte clinicos frente al itraconazol, no obstante, se considera sensible por
pertenecer al complejo C. parapsilosis.

Para el fluconazol el 66,7 % de C. parapsilosis mostré una CIM < 2 ug/mL
(sensible) y el 33,3 % > 4 pug/mL (resistente) y para C. metapsilosis la CIM fue de 1
Hg/mL (sensible), para esta especie no se definieron los puntos de corte clinicos
frente al fluconazol, no obstante, se considera sensible por pertenecer al complejo
C. parapsilosis. Tabla 14 y Tabla 15.
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Tabla 14. Distribucién de valores de CIM y porcentaje acumulado de inhibicién de itraconazol y fluconazol para las levaduras aisladas de

flujo vaginal.

Antifungicos |[Especies

0,008 0,015

RESULTADOS

Distribucion de valores de CIM pg/mL. NUumero de aislados (porcentaje acumulado de inhibicion)

0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 g 16

256

C. alhicans
C. glabrata
C. tropicalis
ltraconazol SGETEVISidE
. parapsifosis
. hivariensis

. metapsilosis
krusei

7(6.3)
2(18,2)

1(20)
1(33,3)

34(36,9)

48 (80,1) 10 (89,1)
4(545 3(81,8)
1(16,6)  3(66,6)
1 (40)

9(97,2) 2(99) 1 (100)
1 (90,9)
1(83,3)
3 (100)

1 (100)
1 (100)

2 (100)

1

. albicans
. glabrata
. tropicalis
. cerevisiae
Fluconazol
. parapsifosis

. hivariensis

O 00 » 00010000

. metapsilosis

O

. krusei

27 (24,3) 33(54) 22 (74,6) 10(83,6) 13 (94,6) 3(97,3) 1 (98,2) 2(100)
2 (18,2) 2(36,4) 2 (54,5)
3(50) 1(66,6) 1(83,3)
1 (60)

1(33,3) 1(66,6)

1(100)

2 (40) 1(80) 1 (100)

1(100)

1

1(63,6) 1(72.7) 1(81,8) 2 (100)

Las columnas correspondientes a las concentraciones 32 pg/mL y 128 pug/mL fueron eliminadas de la tabla porque ningun aislado fue inhibido

en esos valores.
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RESULTADOS

Tabla 15. Interpretacién categoérica para las combinaciones antifangico/microorganismo

gue cuentan con puntos de corte definido

Especies Categoria Itraconazol Fluconazol
Sensible 99 (89,1 %) 105 (94,6 %)
C. albicans n=111 Resistente 1 (10,8 %) 3 (2,7 %)
SDD 0 3 (2,7 %)
Sensible ND 0
C. glabrata n=11 Resistente ND 4 (36,4 %)
SDD ND 7 (63,6 %)
Sensible ND 0
C. nivariensis n=1* Resistente ND 1
SDD ND 0
Sensible 4 (83,3 %) 4 (83,3 %)
C. tropicalis n=6 Resistente 1 (16,6 %) 1 (16,6 %)
SDD 0 0
Sensible 3 (100 %) 2 (66,7 %)
C. parapsilosis n=3 Resistente 0 1 (33,3 %)
SDD 0 0
C. metapsilosis n=1* Sen.sible ! !
Resistente 0 0

*Especies cripticas que asumen el punto de corte definido para la especie tipo del complejo. N (%):

namero y porcentaje de cepas; SDD: sensible dependiente de dosis; ND: no definido.

Para C. krusei no se definieron los puntos de corte clinicos frente al

itraconazol, el valor de la CIM fue de 0,125 pg/mL. Esta especie es intrinsecamente

resistente al fluconazol, obtuvimos una CIM de 16 pg/mL.

En cuanto a las cepas de S. cerevisiae, el 100 % mostré una CIM < 0,125

pMg/mL para el itraconazol y una CIM entre 0,125 — 4 pg/mL para el fluconazol.

A la fecha no se definieron puntos de corte clinicos para las combinaciones

de S. cerevisiae/antifingicos.
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RESULTADOS
e Determinacion de la CIM de clotrimazol y nistatina

Para los antifangicos clotrimazol y nistatina no han sido definidos puntos de
corte, por lo tanto, no se asignaron categorias de sensible/resistente.

En general, el clotrimazol inhibi6 el desarrollo del 92,8 % de las cepas en
estudio con un valor de CIM < 0,06 ug/mL, mientras que la nistatina inhibié al 100
% de las cepas con un valor de CIM < 2 pg/mL.

Para el clotrimazol, el 97,3 % de C. albicans mostraron una CIM < 0,125
pug/mL, y el 2,7 % entre 0,25 -1 pg/mL; mientras que para la nistatina 100 % de los
aislados mostr6 una CIM entre 0,25 — 2 pg/mL.

A su vez, para el 91 % de las cepas de C. glabrata el clotrimazol mostré una
CIM =< 0,06 ug/mL y para el 9 %, una CIM de 0,5 pg/mL, al igual que la especie
criptica C. nivariensis con una CIM de 0,5 pg/mL.

En cuanto a la nistatina, el 91 % de C. glabrata mostr6 una CIM entre 0,5 - 2
pHg/mL y el 9 % una CIM de 0,125 pg/mL; C. nivariensis tuvo una CIM de 2 pg/mL.

Para el clotrimazol, el total (100%) de los aislados de C. topicalis mostraron
una CIM < 0,06 pg/mL. Con la nistatina el total de los aislados (100%) mostré una
CIM entre 0,5 — 2 pg/mL.

El 100 % de las C. parapsilosis fueron inhibidas por el clotrimazol con un valor
de CIM de 0,015 pg/mL, mientras que para C. metapsilosis la CIM fue de 0,03
pug/mL. Con la nistatina el 100 % de C. parapsilosis mostré una CIM entre 1 — 2

pug/mL y C. metapsilosis una CIM de 1 pg/mL.

Para C. krusei el valor de CIM del clotrimazol fue de 0,06 pg/mL y con la

nistatina fue de 0,5 pg/mL.

Finalmente, para el 100 % de S. cerevisiae el valor de la CIM del clotrimazol
fue < 0,06 pug/mL; mientras que con la nistatina se obtuvo una CIM entre 0,5 - 1
pug/mL para el 80 % de los aislados y para el 20 % restante, una CIM de 0,125
pg/mL.

El analisis general de los valores de CIM para las 139 cepas estudiadas
mostro que el clotrimazol fue el antifingico mostré mayor actividad antifungica (CIM

90 = 0,06 pg/mL), mientras que la nistatina fue el antifingico con menor actividad.

En la Tabla 16 se muestran los resultados.
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RESULTADOS
Tabla 16. Distribucion de valores de CIM y porcentaje acumulado de inhibicion de clotrimazol y nistatina para las levaduras aisladas de flujo

vaginal.
Distribucion de valores de CIM pg/mL Numero de aislados (porcentaje acumulado de inhibicién)
Antifangicos Especies 0,008 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 n
C. albicans 33(29,7) 56(80,2) 14(92,8) 5(97,3) 1(98,2) 1(99,1) 1(100) 111
C. glabrata 2 (18,2) 5 (63,6) 3(91) 1 (100) 11
C. tropicalis 1(16,6) 3 (66,6) 2 (100) 6
Clotrimazol S. cerevisiae 2 (40) 3 (100) 5
C. parapsilosis 3 (100) 3
C. nivariensis 1 1
C. metapsilosis 1 1
C. krusei 1 1
C. albicans 12 (10,8) 28 (36) 52 (82,8) 19 (100) 111
C. glabrata 1(9,1) 3 (36,3) 5(81,8) 2 (100) 11
C. tropicalis 2(333) 3(83,3) 1 (100) 6
Nistatina S. cerevisiae 1 (20) 1 (40) 3 (100) 5
C. parapsilosis 1(33,3) 2 (100) 3
C. nivariensis 1 1
C. metapsilosis 1 1
C. krusei 1 1

Las columnas correspondientes a las concentraciones 8, 16, 32, 128 y 256 pg/mL fueron eliminadas de la tabla porque ningiin aislado fue inhibido en esos valores
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RESULTADOS
e Determinacion de la CIM para los EAHYM

Con respecto a los EAHYM, si bien la lectura de la microplaca se realizé en
espectrofotometro, segun indica el documento de referencia, la inhibicion de
desarrollo se puede observar a simple vista con la ayuda de un espejo de aumento.
(Foto 9)
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Foto 9. 1-No se obtuvo desarrollo de la levadura en la fila C; 2-Se observa claramente la inhibicion

en las filas C y F en el pocillo correspondiente a 6,25 mg/mL.

Con el EAHYM el 69 % (96/139) de las levaduras estudiadas mostro valores
de CIM entre 0,78 — 6,25 mg/mL, el 30 % (42/139) una CIM entre 25 — 400 mg/mL,
y solo una cepa mostr6 una CIM de 12,5 mg/mL.

En general, cuando el nUmero de cepas de cada especie estudiada fue mayor
a 2 se observéd un amplio rango en los valores de CIM obtenidos.

Para C. albicans el rango de CIM fue 0,78-400 mg/mL; para C. glabrata fue
de 0,78-200 mg/mL; para C. tropicalis fue de 6,25-400 mg/mL, para C. parapsilosis
fue de 1,56-200 mg/mL y para S. cerevisiae fue de 0,78-6,25 mg/mL. (Graficos 4 a
8).

Los resultados de la CIM de EAHYM se muestran en la Tabla 17
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Tabla 17. Distribucion de valores de CIM y porcentaje acumulado de inhibicién de EAHYM para las levaduras aisladas de flujo vaginal

RESULTADOS

Distribucion de valores de CIM mg/mL. Numero de aislados (porcentaje acumulado de inhibicion)

Especies 078 15 313 625 125 25 100 200 400 o
C abicans | 23(207) 25(432) 30(702) 5 (748) 6(802) 5(337) 4(883) 13(100)] 111
C. glabrata 3 (21.3) 1(36,4) 7(100) 11
C. tropicalis 1(16,6) 1(33.3) 1(30)  3(100) 6
S. cerevisiae 2(40) 3 (100) d
C. parapsilosis 2 (66,6) 1(100) 3

C. nivaniensis
C. metapsilosis

C. krusei

1

La columna correspondiente a la concentracion 50 mg/mL fue eliminada de la tabla porque ningin aislado fue inhibido en ese valor.
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RESULTADOS

En el Gréafico 4 se observan los valores de CIM de C. albicans frente a
EAHYM.
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Gréfico 4. Distribucién de valores de CIM de EAHYM frente a C. albicans

En el Gréafico 5 se observan que los valores de CIM de las cepas del complejo
C. glabrata (nombradas segun su cddigo de ingreso), frente al EAHYM

presentan un amplio rango 0,78-200 mg/mL.
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Grafico 5. Distribucion de valores de CIM de EAHYM frente a C. glabrata s. s y C. nivariensis
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RESULTADOS
En el Gréafico 6 se observa que solo una cepa del complejo C. parapsilosis

(nombradas segun su cédigo de ingreso), presenta un valor de CIM de 200
mg/mL, mientras que, para el resto, el rango de CIM fue 0,78-1,56 mg/mL
frente al EAHYM.

250
E 200
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=
=
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=
5=

% 100
[F8)
=
(@]

50

H 1.56 M 1.56 H 0.78
0
C. metapsilosis 43 55 133

codigo de las cepas de C.parapsilosis

Gréfico 6. Distribucion de valores de CIM de EAHYM frente a C. parapsilosis s. sy C.

metapsilosis.

En el Grafico 7 se observa que el rango de los valores de CIM fue amplio para
C. tropicalis (nombradas segun su cédigo de ingreso), frente al EAHYM (3,13-
400 mg/mL).
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RESULTADOS
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Grafico 7. Distribucion de valores de CIM del EAHYM frente a C. tropicalis

Para C. krusei el valor de la CIM frente al EAHYM fue de 3,13 mg/mL.

Con respecto a S. cerevisiae (nombradas segun su cédigo de ingreso), en el
Gréfico 8 se observan que los valores de CIM frente al EAHYM tienen un

margen de dos diluciones.

H 6.25 M 6.25 H 6.25

——

W £ %] [=3]

CIM EAHYM (mg/mL)
%]

H0.78 H 0.78
87 89

codigo de cepas de S. cerevisiae

[y

(=]

3 10

Grafico 8. Distribucién de valores de CIM de EAHYM frente a S. cerevisiae

Tesis doctoral Bgca. Miriam Estela Chade



RESULTADOS
e Calculo de CIM50, CIM90, moda, media geométrica y rango para los

antifungicos evaluados y para el EAHYM

En general, para las levaduras del género Candida, tanto para los
antifangicos como para el EAHYM se observé un amplio rango en los valores de
la CIM, lo que indica que la actividad de los agentes antimicrobianos ensayados
es especie dependiente.

El itraconazol y el clotrimazol mostraron actividad inhibitoria en rangos de
CIM aceptablemente bajos 0,008-1 pg/mL y 0,015-1 pg/mL respectivamente.

Por otra parte, para las especies de Candida el fluconazol y la nistatina,
en general mostraron valores mas altos de CIM 0,125-256 pug/mL y 0,125-2
pg/mL, respectivamente.

Un comportamiento similar se observo con S. cerevisiae, que mostré
valores bajos de CIM para el itraconazol y el clotrimazol con un rango de 0,015-
0,25 pg/mL y 0,015-0,06 pg/mL, respectivamente. Mientras que para el
fluconazol y la nistatina los valores de CIM fueron 0,125-4 pug/mL y 0,125-2
pg/mL, respectivamente.

Con respecto a los valores de CIM obtenidos al evaluar la actividad del
EAHYM se observd un amplio rango de valores para las especies de Candida
0,78-400 mg/mL, mientras que para S. cerevisiae los valores fueron
considerablemente mas bajos, 0,78-6,25 pg/mL. (Tabla 18)

Tabla 18. Valores de CIM de los antifungicos y del EAHYM para las levaduras

aisladas de flujo vaginal
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RESULTADOS

Antifungicos pg/mL mg/mL
Clotrimazol Itraconazol Fluconazol Nistatina EAHYM
Moda 0,03 0,03 0,25 1 3,13
MG 0,03 0,04 0,59 0,83 7,24
Candida sp. n=134 CIM 50 0,03 0,03 05 1 3,13
CIM 90 0,06 0,125 4 2 400
Rango 0,01541 0,008-1 0,125-256 | 0,125-2 | 0,78-400
Moda 0,03 0,03 0,25 1 3,13
MG 0,03 0,03 0,5 0,81 5,55
Candida albicans n=111 |CIM 50 0,03 0,03 0,25 1 3,13
CIM 90 0,06 0,125 2 2 400
Rango 0,015 0,008-1 0,125-16 0,26-2 0,78-400
Moda 0,03 0,06 0,25 1 200
MG 0,04 0,07 3,14 0,83 26,04
no-C. albicans n=23 CIM 50 0,03 0,06 1 1 200
CIM 90 0,06 0,5 256 2 400
Rango 0,0150,5 0,015-0,5 0,25-256 0,125-2 | 0,78-400
S. cerevisiae n=5 Rango 0,015-0,06 | 0,015-0,25 0,1254 0,125-2 | 0,78-6,25

CIM: concentracion inhibitoria minima; MG: media geométrica; CIM 50: concentracion que

inhibe a 50 % de la poblacion evaluada; CIM 90: concentracién que inhibe a 90 % de la

poblacion evaluada *No-C. albicans: C. glabrata n=11; C. nivariensis n=1; C. tropicalis n=5; C.

parapsilosis n=3; C. metapsilosis n=1; C. krusei n=1.

e Determinacion de la concentracion fungicida minima (CFM)

Luego de realizada la determinacion de la CIM de los EAHY M, se procedio

a realizar la determinacion de la CFM tomando una alicuota de cada pocillo de

la placa de microdilucion, segun se describié en materiales y métodos.

No se observé actividad fungicida (CFM > 4) de los EAHYM para este

panel de cepas estudiadas. Luego de 24-48 h de incubacion se observo

desarrollo de las levaduras en todas las concentraciones sembradas en la placa.

(Foto 10).

Foto 10. Determinacion de CFM. No se observa actividad fungicida luego de 24-48 h
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RESULTADOS

e Determinacion de la sensibilidad frente a los antifUngicos por difusién
en medio solido

Se evalud la actividad in vitro por difusion en medio solido de
concentraciones fijas de fluconazol, itraconazol, nistatina y clotrimazol, en
soporte de disco de papel y tabletas.

La lectura de los halos de inhibicion se realizo en forma visual.
Cepas control

Los valores de los halos de inhibicién de las cepas de referencia C. krusei
ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019 frente a los antifungicos se
encontraron dentro de los esperados para el fluconazol y para el itraconazol.

Al no contar con valores de referencia para el clotrimazol, la nistatina y los
EAHYM se registro el rango del halo de inhibicion de 30 repeticiones realizadas
en distintos dias. (Tabla 19).

Tabla 19. Rango del halo de inhibicion en mm de las cepas de referencia frente a cuatro

Valor del halo de inhibicion en mm

antifangicos

Cepas control FLZ(T) | FLZ(DM) | FLZ(DO) | CLZ(T)* | ITZ(T) | NIS(T)*
C. kruseit 9 7 7 20-22 21-22 23-28
C. parapsilosis? 22-23 24-29 23-25 22-25 22-24 24-27

1- ATCC 6258; 2- ATCC 22019; FLZ: fluconazol; CLZ: clotrimazol; ITZ: itraconazol; NIS: nistatina;
T: tableta Rosco; DM: disco Malbran; DO: disco Oxoid.

*Rango obtenido luego de realizar 30 repeticiones en distintos dias.

Los halos fueron bien definidos y se leyeron sin inconvenientes, salvo para el
fluconazol, que con algunas cepas mostraron efecto de arrastre, principalmente
cuando se evaluaron con los discos fluconazol Malbran o con los discos Oxoid y

se muestran en la Foto 11.
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Foto 11. Halos de inhibicién generados en agar MHM por la actividad de los antifingicos frente

a las levaduras en estudio (vista del anverso y reverso de la placa)

Para las especies de Candida, los rangos de los halos de inhibicién fueron
amplios para el itraconazol (6-32 mm) y el fluconazol (6-36 mm, 7-36 mmy 9-40
mm, con disco Oxoid disco Malbran y con tableta, respectivamente). Tabla 19.

Con S. cerevisiae el itraconazol fue el antifingico con menor actividad y
genero halos de inhibicion con un rango de 9-10 mm. Para el fluconazol el rango
fue 9-20 mm, 17-25 mm y 14-27 mm con tableta, disco Oxoid y disco Malbran
respectivamente). Tabla 19.

Para la nistatina y el clotrimazol no fue posible realizar la interpretacion
categorica y solo se consigné el valor del halo de inhibicion, se calcul6 la moda,

media geométrica y rango. Tabla 20.
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Tabla 20. Valores de moda, media geométrica y rango de los antifungicos frente a las

levaduras
| Discosmm |
Tableta mm Malbran Oxoid
Especies Parametros | ltraconazol | Clotrimazol | Nistatina | Fluconazol | Fluconazol | Fluconazol
, Moda 24 31 31 31 31 31
canet P e 214 283 30,2 278 23,6 23
Rango 632 20-36 2535 940 7.36 636
_ Moda 24 31 31 31 31 31
C A0S g 23 28,8 30 29,1 24,3 23,9
Rango 632 20-36 25.33 1140 736 636
~ |Moda 19 24 30 31 20 20
::';; albicans |y 17,6 25,8 30,7 2.4 2,5 19,7
Rango 726 20-35 2735 931 731 631
i;sce’e‘”s’ae Rango 910 3 31 9-20 1725 14.27

*No-C. albicans: C. glabrata n=11; C. nivariensis n=1; C. tropicalis n=6; C. parapsilosis n=3; C.

metapsilosis n=1; C. krusei n=1. MG: media geométrica.

La interpretacién de los resultados y la categorizacién de las cepas se
realizé teniendo en cuenta los puntos de corte definidos por el CLSI en su
documento M60 2nd ed.

En el presente estudio utilizamos los puntos de corte del CLSI para el
fluconazol, mientras que para el itraconazol se usaron los puntos de corte que
indica el fabricante en el inserto de las tabletas Neo-Sensitabs™ Rosco. Tabla
21.

Con el fluconazol, el porcentaje de S/SDD/R mostro diferencias segun el
reservorio que se uso en el ensayo. Asi, para C. albicans se observo resistencia
al fluconazol en el 0,9 %, 9 % y 8,1 % con las tabletas, disco Malbran o disco
Oxoid, respectivamente. Tabla 21.

Para C. glabrata solo el disco Oxoid detectdé un 9,1 % de resistencia al
fluconazol.

Para las cepas cripticas a la fecha no se definieron puntos de corte frente
a los antifungicos, por tal motivo y con fines analiticos para nuestro estudio se

utilizaron los puntos de corte definidos para la especie sensu stricto del complejo.
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Asi, C. nivariensis mostré un didmetro del halo de 23 mm y 20 mm (SDD)

con tableta y disco Oxoid, respectivamente, mientras que con el disco Malbran
el halo fue de 17 mm (sensible), y 19 mm para el itraconazol (SDD).

De las cepas de C. parapsilosis s. s, solo 1/3 presentdé SDD frente al
itraconazol.

Con respecto a la cepa criptica C. metapsilosis, a la fecha no se definieron
puntos de corte clinicos frente a los antifingicos, a los fines analiticos se
utilizaron los puntos de corte definidos para la especie sensu stricto del complejo.
C. metapsilosis manifesto los siguientes halos de inhibicién: itraconazol 24 mm,
clotrimazol 29 mm, nistatina 29 mm, mientras que para fluconazol los halos
fueron 18 mm, 7 mm y 6 mm, con tableta, disco Malbran y disco Oxoid,
respectivamente. Tabla 21.

Con respecto a C. tropicalis, el 100 % expresd SDD frente al itraconazol,
y se observaron diferencias en los resultados obtenidos frente al fluconazol
segun el reactivo utilizado para determinar la sensibilidad in vitro.

Asi, con el disco Malbran y el disco Oxoid todas las cepas de C. tropicalis
se categorizaron como sensibles, mientras que, con las tabletas, el 33,3 % fue
resistente al fluconazol.

Con respecto al itraconazol, el 30 % de las Candida spp., evaluadas
presentd SDD. Tabla 21
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Tabla 21. Interpretacion categorica para las combinaciones antifangico /

microorganismo que cuentan con puntos de corte definido

Difusion T (mm) n(%) DM (mm) n(%) DO (mm) n(%)
Especies Categoria Itraconazol Fluconazol Fluconazol Fluconazol
Sensible 79 (71,2 %) 110 (99,1 %) 99 (89,2 %) 100 (90 %)
C. albicans n=111 Resistente 5 (4,5 %) 1(0,9 %) 10 (9 %) 9 (8,1 %)
SDD 27 (24,3 %) 0 2 (1,8 %) 2 (1,8 %)
Sensible 1(9,1 %) 11 (100 %) 8 (72,72 %) 0
C. glabrata n=11 Resistente 2 (18,2 %) 0 0 1(9,1 %)
SDD 8 (72,7 %) 0 3 (27,27 %) 10 (90,9 %)
Sensible 0 0 1 0
C. nivariensis n=1* |Resistente 0 0 0 0
SDD 1 1 0 1
Sensible 0 4 (66,6 %) 6 (100 %) 6 (100 %)
C. tropicalis n=6 Resistente 0 2 (33,3 %) 0 0
SDD 6 (100 %) 0 0 0
Sensible 2 (66,7 %) 3 (100 %) 3 (100 %) 3 (100 %)
C. parapsilosis n=3 |Resistente 0 0 0 0
SDD 1(33,3 %) 0 0 0
o - |Sensible 1 1 0 0
€. metapsilosis n=1 Resistente 0 0 1 1

**Especies cripticas que asumen el punto de corte definido para la especie tipo del complejo;
SDD: sensible dependiente de dosis; T: tableta; DM: disco Malbréan; DO: disco Oxoid.

Con respecto a C. krusei, los documentos de referencia del CLSI y del
EUCAST no incluyen la determinacion de sensibilidad ni puntos de corte clinicos
para esta especie frente al fluconazol ni al itraconazol.

En nuestro estudio, los valores del halo de inhibicion de C. krusei fueron
13 mm, para el itraconazol (tableta), 21 mm para el clotrimazol (tableta), 20 mm
para la nistatina (tableta), 9 mm, 7 mm, y 6 mm, para el fluconazol (tableta, disco
Malbran y disco Oxoid), respectivamente.

Enlos Gréficos 9 al 12 se representa la frecuencia de cepas de levaduras
frente a los rangos obtenidos para la combinacion antifingico/Candida.
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Halos de inhibicionen mm
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Gréfico 9. Frecuencia de cepas de levaduras frente a los rangos definidos por el CLSI para
categorizar a las cepas de Candida de acuerdo al valor del halo de inhibicién en mm. ITZ-T:
itraconazol; T: tableta.
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Gréfico 10. Frecuencia de cepas de levaduras frente a los rangos definidos por el CLSI para
categorizar a las cepas de Candida de acuerdo al valor del halo de inhibicién. FLZ-T:

fluconazol; T: tableta.
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Halos de inhibicién en mm
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Grafico 11. Frecuencia de cepas de levaduras frente a los rangos definidos por el CLSI para
categorizar a las cepas de Candida de acuerdo al valor del halo de inhibicién. FLZ-DO:

fluconazol; DO: disco Oxoid.
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Grafico 12. Frecuencia de cepas de levaduras frente a los rangos definidos por el CLSI para
categorizar a las cepas de Candida de acuerdo al valor del halo de inhibicién. FLZ-DM:

fluconazol; DM: disco Malbran.

En nuestro trabajo utilizamos tres reservorios cargados con 25 pg de
fluconazol (tabletas, discos Malbran, discos Oxoid), para determinar la

sensibilidad frente al fluconazol por difusién en medio soélido.
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Utilizamos el test estadistico de las proporciones con el objeto de

determinar si existen diferencias significativas entre los reservorios.

Se realizod el andlisis teniendo en cuenta las especies de Candida y la

interpretacion categorica sensible, sensible dosis dependiente y resistente.

Si el valor de p (probabilidad) es mayor a 0,05, entonces no existen

diferencias significativas entre los antifUngicos y sus respectivos reservorios.

Candida albicans (n=111)

Sensibles
Método Tableta
Tableta
Disco Malbran p < 0,005
Disco Oxoid p<0,012
Resistentes
Método Tableta
Tableta
Disco Malbran p <0,023
Disco Oxoid p < 0,045

Sensible dosis dependiente

Método Tableta
Tableta
Disco Malbran p <0,0795
Disco Oxoid p <0,0795

No-Candida albicans (n=23)*

Sensibles

Método Tableta
Tableta
Disco Malbran p > 0,05
Disco Oxoid p < 0,002

Tesis doctoral

Disco Malbran
p < 0,005

p < 0,425

Disco Malbran
p <0,023

p <0,05

Disco Malbran
p <0,0795

p<l

Disco Malbran
p > 0,05

p <0,0011

Disco Oxoid
p <0,012
p <0,425

Disco Oxoid
p < 0,045
p < 0,05

Disco Oxoid
p <0,0795
p<il

Disco Oxoid
p < 0,002
p <0,0011
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Resistentes

Método Tableta Disco Malbran Disco Oxoid
Tableta p > 0,05 p > 0,05
Disco Malbran p > 0,05 p >0,05
Disco Oxoid p > 0,05 p > 0,05

Sensible dosis dependiente

Método Tableta Disco Malbran Disco Oxoid
Tableta p > 0,05 p <0,0001
Disco Malbran p > 0,05 p <0,0026
Disco Oxoid p < 0,0001 p < 0,0026

*No-C. albicans: C. glabrata, n=11; C. tropicalis, n=6; C. parapsilosis, n=3;
C. nivariensis, n=1; C. metapsilosis, n=1; C. krusei, n=1.

En este estudio el 3,6 % de los aislamientos fueron S. cerevisiae. Si bien
para esta especie no se definieron puntos de corte clinicos para los antifingicos,
para el fluconazol, se observd una sensibilidad reducida a la mayoria de los
agentes azdlicos evaluados, sin embargo, las cepas mostraron halos de

inhibicion con nistatina y clotrimazol de 31 mm (Grafico 13).

3 10 87 89 B

Caodigo de origen delas cepas
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Grafico 13. Diametro en mm de los halos de inhibicién de las cepas de S. cerevisiae
Nistatina (NIS), fluconazol (FLZ), itraconazol (ITZ) y clotrimazol (CLZ).
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Las técnicas comerciales en general son accesibles y de simple

realizacion, no obstante, antes de implementar su uso en la rutina diaria es
necesario conocer si los resultados que brindan son confiables.

En este trabajo calculamos el porcentaje de concordancia categérica entre
los resultados obtenidos por la determinacion de la CIM, y los resultados
obtenidos con las tabletas y los discos cargados con itraconazol y fluconazol.

Al no existir puntos de corte para la nistatina ni para el clotrimazol, no fue
posible calcular el porcentaje de concordancia categoérica.

En cuanto a C. krusei, los resultados que se obtuvieron para esta especie
no se incluyeron en el analisis debido a que es intrinsecamente resistente al
fluconazol, por tanto, no es posible determinar la concordancia categorica y no
hay puntos de corte clinicos para el itraconazol.

Para S. cerevisiae no hay puntos de corte definidos, no se evalia la
concordancia.

Al evaluar el fluconazol observamos que los porcentajes de concordancia
mas elevados fueron con C. albicans y C. tropicalis, tanto con los discos, como
con las tabletas, en promedio un 86,1 % para los tres reactivos. EI menor
porcentaje de concordancia fue para las especies del complejo C. glabrata con
un 67 %, 33,3 % y 75 % para las tabletas, disco Malbran y disco Oxoid,
respectivamente.

Con las especies del complejo C. parapsilosis el porcentaje de
concordancia fue relativamente bajo, 75 %, 50 % y 50 %, para las tabletas, disco
Malbran y disco Oxoid, respectivamente.

El mayor porcentaje de discrepancias muy mayores se obtuvo con los
discos Malbran para las especies no-C. albicans (22,2 %), seguido por los discos
Oxoid (13,8 %).

Para el itraconazol, en general el porcentaje de concordancia fue del 75%
a excepcion de C. tropicalis que mostré un 100 % de discrepancias menores.
Tabla 22.
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Tabla 22. Porcentaje de concordancia categorica para las combinaciones

antifingico/Candida evaluados por método de dilucion y difusién en agar

Itraconazol Fluconazol

Especies Categorias CIMIT CIM/IT CIM/DM CIM/DO
Concordancia 74,8 93,7 87.4 85,6
, . DMi 243 45 2,7 45
::::ﬂda albicans DM 0 0.9 9.0 72
DMM 0,9 0,9 0,9 27
Porcentaje 100 100 100 100
Concordancia 75 67 33,3 75
Tl Bﬂl 205 303 41),7 205
C. glabrata n=12 DMM 0 0 o5 0
Porcentaje 100 100 100 100
Concordancia 0 83,3 83,3 83,3
DMi 100 0 0 0
Candida
tropicalis n=6 DM 0 16,6 0 0
DMM 0 0 16,6 16,6
Porcentaje 100 100 100 100
Concordancia 75 75 50 50
Complejo DMi 25 0 0 0
C. parapsilosis (DM 0 0 25 25
n=4 DMM 0 25 25 25
Porcentaje 100 100 100 100

CIM: concentracién inhibitoria minima; T: tableta; DM: disco Malbran; DO: disco Oxoid; DMi:

discrepancia menor; DM: discrepancia mayor; DMM: discrepancia muy mayor.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realizO con el software
Statgraphics Centurion XV y el MS Excel software.

Se realizé un andlisis de regresion lineal por el método de minimos
cuadrados (coeficiente de correlacion de Pearson), mediante el registro de los
didmetros de la zona de inhibicion versus sus respectivos valores de CIM
(después de la transformacion logaritmica).

El valor de la CIM para cada combinacion antifungico/especie se
correlacion6 con el diametro de la zona de inhibicion (en milimetros).

La asociacion entre ambos métodos se representd en graficos de
dispersion, en el eje X se represent6 el Logz del valor de la CIMy en el eje Y se

registraron los valores del halo de inhibiciéon (en mm).
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No se observo agrupacion lineal entre los valores de la CIM y el valor de

los halos de inhibicién, por tal motivo, no fue posible calcular el coeficiente de
correlacion de Pearson ni el analisis de regresion lineal. La asociacion entre
ambos métodos se muestra en los graficos de dispersion.

En el Grafico 14 se muestra la asociacion entre la CIM versus la difusiéon
en medio sdlido usando tabletas, discos Malbran y discos Oxoid cuando se

evaluo el itraconazol, el clotrimazol, el fluconazol y la nistatina en C. albicans.
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Nistatina- CIM vs. Tableta
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Gréfico 14. Graficos de dispersion utilizados para relacionar el Logz CIM y el halo de inhibicién
de las 111 C. albicans frente al itraconazol, el clotrimazol, el fluconazol y la nistatina contenidos

en distintos reservorios (tableta/discos).

Con respecto a las especies no-C. albicans, al ser un numero menor a 30

cepas para cada especie, el analisis de realizé para todas agrupadas (n=23).
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Para este grupo de cepas, se observo una relacion lineal negativa entre

el halo de inhibicion y el log de la CIM independientemente del antifingico y del
reservorio utilizado. Si bien los valores de R2 resultaron significativos en todos
los casos al 95% de nivel de confianza, se muestra una baja dependencia entre
las dos variables.

Los resultados se muestran en el Grafico 15
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Grafico 15. Gréficos de dispersion utilizados para relacionar el Logz2 CIM y el halo de inhibicién
de las 23 especies no- C. albicans frente al itraconazol, el clotrimazol, el fluconazol y la
nistatina contenidos en distintos reservorios (tableta/discos).
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e Determinacién de la sensibilidad por difusion en agar con discos de
papel cargados con extractos acuosos de hojas de yerba mate

Con base en los resultados obtenidos por dilucién probamos distintas
concentraciones de los EAHYM cargados en discos de papel Whatman N°1 para
evaluar su eficacia por difusion en medio sélido.

También se prob6 haciendo hoyos en el agar y descargando distintas
concentraciones de los EAHYM segun se describe en materiales y métodos.

Se testaron las especies: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis y las cepas control ATCC de C. krusei y C parapsilosis.

Los resultados obtenidos no han sido 6ptimos, puesto que no se observo
actividad inhibitoria cuando utilizamos los discos, ni cuando cargamos las
concentraciones de EAHYM en los hoyos realizados en el medio de cultivo. (Foto
12)

Foto 12. a y b-Difusion en agar con distintas concentraciones de EAHYM versus C.
krusei. c- Difusidn en agar con distintas concentraciones de EAHYM versus Candida

sp. No se observa actividad inhibitoria.
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Analisis estadistico
Analisis de medias para los antifungicos versus el EAHYM

Se realiz6 el analisis por especie de Candida frente a los antifungicos
versus los resultados obtenidos con el EAHYM.

En general, para las especies de Candida estudiadas no se observaron
diferencias significativas entre los antifingicos, aunque si se observaron
diferencias con el EAHYM, p < 0,01, esto es porgque las concentraciones
estudiadas eran mas altas que las concentraciones evaluadas para los

antifangicos. Grafico 16.

Medias y 95,0% de Fisher LSD Medias y 95,0% de Fisher LSD

ix 1°°°’§2 C - |x1moo,ng

} t ;

sz| ] 1k I _

Wk n

E r 1 L
§ 32f 1 = - ]
o

12 [ ] 4 L n

d= = [ ]

CLZ FLZ |ITZ llex24 NIS 2L ]

Antifangico clz fLz m llex 24 NIS
Antifiingico
Medigs y 95,0% de Fisher LSD Medias y 95,0% de Fisher LSD
(X 10000, X 10000,0
i S ey
uL ] ir
5 [
2 s L
5 " 5 5 [
L ] 2
| l l } ] _- |
5L ] al
oz Fz ird et NS oz Az s lex24 NIS
Antilingico Antifingico

Grafico 16: Antifungicos vs EAHYM en Candida. CIM: concentracién inhibitoria minima; CLZ:

clotrimazol; FLZ: fluconazol; ITZ: itraconazol; NIS: nistatina.
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Con respecto a S. cerevisiae se observo diferencia significativa p < 0,01 al

analizar los antifungicos versus el EAHYM. Gréfico 17.
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Gréfico 17: Antifungicos vs EAHYM en Saccharomyces. CIM: concentracion inhibitoria

minima; CLZ: clotrimazol; FLZ: fluconazol; ITZ: itraconazol; NIS: nistatina.
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DISCUSION

Las infecciones del aparato genital femenino constituyen un problema
sanitario que a la fecha permanece sin resolver. Distintas especies de Candida
son capaces de producir vulvovaginitis, y entre ellas, C. albicans es el agente
causal en aproximadamente el 90% de los casos.

En los dltimos afios se describen con mayor frecuencia otras especies de
levaduras, en parte por el aumento en la resistencia a los antifiUngicos de uso
habitual (Garcia Heredia, 2006; Negroni, 2008; Aleman Mondeja, 2010; Kenedy, 2010;
Marchaim, 2012; Gémez Moyano, 2013; Diaz, 2016).

La aparicién de resistencia en aislados de C. albicans frente al fluconazol,
droga de eleccion para el tratamiento de la candidiasis vulvovaginal, no solo
dificulta el manejo terapéutico, sino que ademas conlleva a la evolucion cronica,
con el consiguiente deterioro psicosocial y sexual de las pacientes (Sobel, 2016;
Cdrdoba, 2019).

La aparicién de microorganismos resistentes a los antifingicos de uso
convencional gener6 la necesidad de explorar otras alternativas terapéuticas
potencialmente mas eficaces y con menos efectos indeseables para los
pacientes (Isao Kubo, 1993; Deladino, 2008; Filip, 2001, Filip, 2010, Silva, 2011).

En las Ultimas décadas se incremento el interés por encontrar compuestos
naturales obtenidos de plantas que puedan sustituir a los farmacos sintéticos
brindando nuevas oportunidades terapéuticas. La compleja constitucion de los
compuestos naturales, con predominio de compuestos terpénicos, bencénicos y
fendlicos, contribuyen al escaso o nulo riesgo de desarrollar mecanismos de
resistencia en los microorganismos (Isao Kubo, 1993; Deladino, 2008; Filip, 2001,
Filip, 2010, Silva, 2011).

No obstante, para asegurar que los compuestos naturales cumplen con
los requisitos necesarios en términos de eficacia, seguridad y calidad, es
necesario someterlos a procesos de validacion cientifica. (Buitron Garcia 2007,
Filip, 2010, Wen, 2011; Martinez, 2011; Rojas Armas, 2015).

La yerba mate es un producto regional con marcado anclaje territorial y
con un fuerte contenido identitario (Rau, 2009). Su produccion esta en el 90%, en
la provincia de Misiones fundada en la pequefia y mediana explotacion.

Conforma la Ruta de la Yerba Mate declarada “Patrimonio cultural,
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historico, turistico, paisajistico, productivo, gastronémico e industrial de
Misiones” por la Legislatura de la provincia (ley VI N°236 Posadas,
Misiones. 04/06/2020).

La yerba mate es objeto de estudio por sus propiedades como
antioxidante, anti carcinogénica, antiinflamatoria, sefialada también como
potencialmente activa para el control de infecciones fungicas y bacterianas
(Coentrao, 2011; Gorjanovi¢, S., 2012; Carini, 1998; Anesini, 2006; Dellacassa, 2007,
Gonzalez Coria, 2018).

En este trabajo evaluamos y comparamos la actividad in vitro de
antifingicos de uso convencional y de extractos acuosos de yerba mate sobre
139 aislados de levaduras causantes de vulvovaginitis obtenidos de pacientes
gue fueron asistidas en diferentes hospitales de la ciudad de Posadas (Misiones).

° Identificacion fenotipica de las levaduras

Destacamos la importancia de realizar el re aislamiento de los cultivos en
agar cromégeno, este procedimiento nos permitié detectar la presencia de mas
de una especie de levadura en los cultivos.

En nuestro estudio, se observo la asociacion de dos especies de
levaduras en 6/133 pacientes (4,51 %); en cuatro pacientes entre C. albicans y
C. glabrata y entre C. albicans y C. parapsilosis; y en dos pacientes con recidiva
se presentd asociacion entre C. albicans y C. glabrata. Estas asociaciones de
especies fueron similares a las que reportaron otros autores (Buscemi, 2004).

El porcentaje de infeccion mixta fue menor al comunicado por Mahmoudi
Rad et. al. (2011) en un trabajo realizado con 175 pacientes, el 10,3 % presento
asociacion entre dos o méas especies de levaduras (Mahmoudi Rad, 2011). Por el
contrario, en un trabajo realizado por Fan et. al., (2008), el porcentaje de
infecciones mixtas fue del 2,05 % en una poblacion de 1070 pacientes con CVV.

Con las técnicas fenotipicas clasicas fue posible identificar a las especies
del complejo C. albicans 79,8 %, seguido por el complejo C. glabrata 8,6 %, C.
tropicalis 4,3 %, complejo C. parapsilosis 2,8 %, C. krusei 0,7 % y S. cerevisiae
3,6 %. Esta distribucion de especies coincide con otros estudios a nivel mundial

gue indican que las especies del complejo C. albicans ocupan el primer lugar
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seguido del complejo C. glabrata (Arechavala, 2007; Mendling, 2012; Gamarra, 2014;
Sanabria, 2014; Sobel, 2016; Diaz, 2016; Miro, 2017; Sanchez-Martin, 2019).

Las técnicas fenotipicas no suelen ser de utilidad para distinguir a las
especies cripticas, sin embargo, para diferenciar a C. dubliniensis dentro del
complejo C. albicans existen distintos medios de cultivo que mostraron ser
eficaces, confiables y costo accesible para identificar presuntivamente a C.
dubliniensis.

En nuestro estudio utilizamos los medios de cultivo agar tabaco
modificado, agar tomate zanahoria, agar Pal, agar opacidad y caldo hipertonico,
sin embargo, no encontramos C. dubliniensis, a diferencia de lo comunicado por
otros autores que si identificaron a esta especie criptica utilizando los mismos
medios de cultivo (Bartoli, 2011; Camacho, 2012, Pardi, 2012, Gianechini, 2015). Es
posible que no hallaramos C. dubliniensis debido a que en general, no es una
especie de aislamiento frecuente como agente de vulvovaginitis (Arechavala,
2007; Shan, 2014; Gamarra, 2014; Theill, 2016; Hazirolan, 2017).

En cuanto al complejo C. glabrata, 11/12 cepas mostraron color lila en
agar cromogénico, y la restante mostré color blanquecino, aunque con
micromorfologia compatible para C. glabrata. La expresion de diferentes colores
en las levaduras del complejo C. glabrata fue observada por Bishop et al., (2008),
en un trabajo que incluia ademas a otras especies que también mostraban color
blanquecino (Bishop, 2008).

Por su parte, Morales Lopez et al., (2016) estudiaron una coleccién de
cultivos de levaduras pertenecientes al complejo C. glabrata, y al realizar los
cultivos en medios cromogénicos encontraron que las especies cripticas
mostraban color blanquecino (Morales-Lépez, 2016).

Los medios cromogénicos son de ayuda para detectar mas de una
especie en los cultivos, pero es importante realizar la identificacion molecular de
las cepas pertenecientes a los complejos C. albicans, C. glabrata y C.
parapsilosis, puesto que la correcta identificacion es fundamental para el
diagnéstico, para conocer la epidemiologia, y en algunos casos, para elegir el

tratamiento mas eficaz. (Mollerach, 2006; Arango, 2012; Swoboda-Kope¢, 2014;
Figueiredo-Carvalho, 2016; Sanchez- Martin, 2019).

Tesis doctoral Bgca. Miriam Estela Chade



DISCUSION

° Identificacién de especies utilizando técnicas de proteémica

Para la validacion de la identificacion fenotipica se utilizé el equipo MALDI-
TOF MS. Los resultados fueron 100 % concordantes con C. tropicalis, C. krusei,
C. parapsilosis sensu stricto y con S. cerevisiae y 97 % concordantes con C.
albicans sensu stricto. Los porcentajes de concordancia fueron similares a los
comunicados por Taverna et. al. (2019) para las especies estudiadas.

MALDI-TOF es una herramienta valiosa para identificar especies cripticas
0 poco comunes. En nuestro estudio, se identificaron dos especies cripticas de
los complejos C. glabrata y C. parapsilosis: C. nivariensis y C. metapsilosis con
un puntaje de confianza de 2,04 y 1,95 respectivamente indicando género seguro
y probable identificacion de especie. Resultados similares informaron Galan et.

al. en 2015, Aznar-Marin et. al. en 2016, y Taverna et. al. en 2019.

e |dentificacion de especies utilizando técnicas moleculares

Fue posible corroborar la identificacion de las dos especies cripticas C.
nivariensis y C. metapsilosis por métodos moleculares. Se compararon los
resultados obtenidos con el MALDI-TOF, con la amplificaciéon por PCR y
secuenciacion de la regién ITS1-5,8S-ITS2 y de los andlisis de identidad vy
similitud realizados en las bases de datos primaria (NCBI) y secundaria (Fungal
barcoding). Todos estos procedimientos permitieron identificar a la cepa 26 como
C. metapsilosis y a la cepa 11B como C. nivariensis.

En cuanto a C. nivariensis, otros autores (Sharma, 2013; Li, 2014; Aznar
Marin, 2016) también identificaron, en bajo porcentaje de frecuencia, a esta
especie como agente de candidiasis vulvovaginal.

Hasta el momento, en Argentina, C. nivariensis habia sido aislada a partir
de otros sitios (faringe, catéter renal, orina, bolsa de dialisis) (Morales Lépez,
2016), pero no encontramos publicaciones sobre aislamientos a partir de
muestras obtenidas de pacientes con vulvovaginitis.

Con respecto al complejo C. parapsilosis, estas especies pueden ser
agentes de CVV, aunqgue al ser levaduras comensales en la mucosa vaginal la

relevancia como agente causal suele ser cuestionada.
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A esto se suma el hecho de la baja frecuencia de aislamiento del complejo
C. parapsilosis en casos de candidiasis vulvovaginal y ademas, que C.
metapsilosis parece ser la especie menos virulenta del complejo (Trevifio Rangel,
2012; Sena, 2015; Garcia-Salazar, 2017).

Estudio de la sensibilidad in vitro por dilucion
e Actividad inhibitoria de los agentes azdlicos

El fluconazol ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de la
vulvovaginitis por levaduras, de hecho, es el antifingico de eleccién, aunque hay
estudios que sefialan la emergencia en la aparicién de cepas resistentes (Zhang,
2014; Cérdoba, 2018).

La resistencia a los azoles puede ser debido a una incapacidad de
alcanzar concentraciones adecuadas de la droga en el sitio de accién por la
presencia de barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo activo,
disminucién o mutaciones de enzimas en el sitio de accion (Erg 11) o bien, por
incremento en la sintesis del ergosterol (Gémez Quintero, 2010; Zhang, 2014;
Sanabria, 2014).

En este trabajo evaluamos la sensibilidad in vitro frente al fluconazol, al
itraconazol y al clotrimazol. Al realizar el andlisis para cada combinacion
antifangico / microorganismo, observamos que, para C. albicans el 94,6 % de las
cepas evaluadas manifestd sensibilidad al fluconazol en concordancia con los
datos presentados por Diaz et. al. (2016).

El 2,7 % de las 111 C. albicans fueron resistentes al fluconazol, y
observamos que nuestros resultados son coincidentes con los presentados por
Zhou et. al. y Theill et. al. en 2015, aunque existen importantes diferencias entre
nuestros resultados y los publicados por otros autores. Yan et. al. (2019)
comunico un 8,2 % de resistencia en 207 cepas de C. albicans. En Argentina,
Gamarra et. al. en 2014 comunicaron un 5,8 % de resistencia al fluconazol en C.
albicans aisladas de flujo vaginal de pacientes de la provincia de Santa Fe.

En un trabajo reciente Cordoba et. al. (2018) comunicé la emergencia de
resistencia (45,4 %) a fluconazol en 130 cepas de C. albicans en aisladas

pacientes con candidiasis vulvovaginal durante el periodo 2011-2017. Otros
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autores también comunicaron porcentajes mayores al 50 % de resistencia al
fluconazol en C. albicans (Wang, 2016; Khan, 2018).

Con respecto a C. glabrata, tanto del CLSI como del EUCAST, no
consideran que esta especie resulte sensible al fluconazol, y queda reflejado en
las categorias interpretativas definidas para esta especie. En este estudio, el
72,7 % de las cepas fue categorizada como de sensibilidad intermedia (CIM entre
0,25 -16 pg/mL), y el 27,3 % fue categorizada como resistente.

Este porcentaje de resistencia resulta un llamado de atencién, debido a
gue en otros estudios realizados a nivel nacional no se habian registrado
porcentajes tan altos de resistencia en C. glabrata aisladas de vulvovaginitis
(Arechavala, 2007; Gamarra, 2014; Morales Lépez, 2016).

A diferencia de nuestros resultados, otros autores encontraron
porcentajes de resistencia al fluconazol considerablemente menor en C. glabrata
aisladas de pacientes con CVV. Maraki et. al., (2019) encontré un 1,2 % de
resistencia al fluconazol en 168 aislados de C. glabrata (Maraki, 2019).

Zhang et. al., (2014) comunic6 un 9,8 % de resistentes sobre 164 aislados
y Richter et. al., (2005) un 15,2 % de resistentes sobre 112 aislados (Zhang,
2014; Richter, 2005). Por su parte, en un trabajo de Zhou et. al. (2015) no
registraron resistencia al fluconazol en aislados de C. glabrata.

Es importante mencionar que en nuestro estudio 1/3 C. parapsilosis y 1/5
C. tropicalis resultaron resistentes al fluconazol. Si bien el nUmero de especies
es bajo para realizar conclusiones, este hallazgo es una alerta para tener en
cuenta.

Es posible que la emergencia en la resistencia al fluconazol sea
multifactorial, y que resulte de una sumatoria de eventos. Entre los factores mas
frecuentes se menciona la seleccién de cepas no sensibles, en parte inducida
por automedicacidn, o por recibir tratamientos no adecuados, a los que se suman
las mutaciones en genes que codifican para la sintesis del ergosterol, principal
componente de la membrana celular fangica (Sobel, 2016, Zhang, 2014).

En general observamos las mayores diferencias entre nuestros resultados

y los publicados por autores de paises asiaticos. Tal vez exista alguna condicion
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étnica, geografica o una suma de ambas, que contribuyan para que los
porcentajes de resistencia sean mayores en esas zonas geograficas.

Si bien el control eficaz de la RVVC se puede lograr con el uso de la
terapia con fluconazol, la cura de la patologia sigue siendo dificil, especialmente
por el aumento en la frecuencia de aparicion de especies resistentes (Sobel,
2016).

Con respecto al itraconazol, es un antifingico azdlico con actividad
inhibitoria en las levaduras del género Candida. Este azol suele indicarse como
tratamiento de la CVV cuando la especie aislada no responde al fluconazol.

En este trabajo, entre el 80- 100 % de las cepas de C. albicans, C.
tropicalis y C. parapsilosis resultaron sensibles, en concordancia con los
resultados de Gamarra et. al, (2014). Sin embargo, en un estudio realizado por
Wang et. al., (2016), con 2204 especies de Candida encontraron porcentajes
considerablemente elevados de resistencia, para C. albicans 51,5 %, para C.
glabrata 61,9 % y para C. krusei 83,3 % (Wang, 2016). Cabe aclarar que en el
trabajo de Wang se uso el método de difusion en medio sélido para determinar
la sensibilidad in vitro. El uso de distintos métodos no deberia impactar en el
resultado, aunque resulta llamativo el porcentaje de resistencia tan elevado.

Cuando analizamos los resultados por especie, remarcamos que para C.
glabrata no hay puntos de corte clinicos definidos frente al itraconazol, por lo
tanto, no fue posible asignar categorias interpretativas. El 82 % de las C. glabrata
mostraron una CIM de < 0,06 ug/mL, resultados comparables con los informados
por Gamarra et. al. (2014).

Por el contrario, nuestros resultados no son comparables con los
comunicados por Kiasat et. al. (2019), en un estudio realizado con 61 cepas de
C. glabrata cuyos valores de CIM fueron 0,5-8 pg/mL, ni con los resultados de
Hou et. al., (2017), que comunicé un rango de CIM 0,12 - >16 pg/mL (Hou, 2017;
Kiasat, 2019).

En el Gnico aislado de C. krusei se evidencié la resistencia intrinseca al
fluconazol (16 pg/mL), mientras que para el itraconazol al no estar definido el

punto de corte clinico no se asigno categoria.
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El itraconazol es una alternativa para el tratamiento de la RCVV cuando
se aislan especies no sensibles al fluconazol, p. ej causadas por C. krusei,
siempre que el valor de la CIM indique que no existe resistencia cruzada con
fluconazol.

Con respecto al clotrimazol no se definieron puntos de corte clinicos, por
lo tanto, no se asignaron categorias interpretativas.

El analisis general de los valores de CIM para las cepas estudiadas mostré
que el clotrimazol tuvo actividad inhibitoria con valores de CIM50
aceptablemente bajos (<0,03 pg/mL), en concordancia con los datos
comunicados por Diaz et. al. (2016).

Al analizar los resultados por especie de Candida encontramos que el 100
% las cepas de C. kruseli, C. tropicalis y C. parapsilosis mostraron valores de
CIM =< 0,06 pg/mL.

En cambio, para C. albicans y C. glabrata algunas cepas tuvieron valores
mas altos de CIM, 1 pg/mL y 0,5 pg/mL, respectivamente. Otros autores
comunicaron resultados similares para la combinacioén clotrimazol versus C.
albicans y C. glabrata. (Gamarra, 2014; Zhou, 2016).

Aungue en un trabajo realizado por Rezaei-Matehkolaei et. al., (2016) el
rango de CIM fue mas amplio entre 0,125 a 1 pg/mL para estas especies.

El clotrimazol es un azol de eleccion para el tratamiento de CVV no
complicada, principalmente cuando el agente etiolégico es C. krusei, ya que el
tratamiento con fluconazol estaria contraindicado. Zhou et. al., demostro la
eficacia y seguridad del tratamiento con clotrimazol versus fluconazol en 240
pacientes con CVV. El porcentaje de cura fue del 71,9 % y 78 % para el
clotrimazol y fluconazol, respectivamente y ocurrié luego de 30-35 dias.

e Comportamiento de cepas cripticas frente a los azoles
La especie criptica C. nivariensis es considerada como un patdégeno
emergente con capacidad para causar vulvovaginitis (Sharma, 2013; Li, 2014).
En nuestro estudio identificamos una cepa de C. nivariensis y fue

categorizada como resistente al fluconazol (CIM 256 pug/mL), a diferencia de los
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resultados obtenidos por Shi et. al., (2020) que no encontré resistentes en un
estudio realizado con 13 C. nivariensis aisladas de vulvovaginitis (Shi, 2020).

Otros autores también informaron CIM de fluconazol entre 0,5y 16 pg/mL,
es decir categoria intermedio, sin embargo, segun lo publicado por Aznar-Marin
et. al. (2015) aun con una CIM de 2 pug/mL la paciente no mostré mejoria clinica.

Con respecto a la especie criptica C. metapsilosis no se definieron los
puntos de corte clinicos frente al fluconazol ni al itraconazol, por lo que se
consideraron los puntos de corte definidos para el complejo C. parapsilosis.

La dnica cepa de C. metapsilosis identificada en nuestro estudio resultd
sensible al itraconazol (CIM 0,06 pg/mL) y al fluconazol (CIM 1 pg/mL),

resultados concordantes con los comunicados por Aznar-Marin et. al. (2015).

e Actividad inhibitoria de la nistatina

Para la nistatina no han sido definidos puntos de corte, por lo tanto, no se
asignaron categorias de sensible/resistente. Es importante remarcar que no
debe extrapolarse la interpretacion categorica definida para la anfotericina B para
categorizar a la nistatina, aunque por su estructura, ambas drogas son polienos.

El andlisis general de los valores de CIM para las cepas estudiadas mostro
gue la nistatina fue el antifingico con menor actividad inhibitoria (CIM90 2
pug/mL), resultados en coincidencia a lo reportado por Diaz et. al. (2016), sobre
una poblacién semejante.

Al analizar los resultados por especie de Candida encontramos que fueron
inhibidas en rangos variables de CIM 0,125 — 2 pg/mL. Estos resultados son
comparables a los comunicados por Lloveras Suarez et al., (2004) en un estudio
realizado con 404 pacientes con CVV (Llovera Suéarez, 2004). Por el contrario,
Gamarra et. al., comunicaron un estrecho rango de CIM 0,03-0,25 pg/mL para
121 especies de Candida aisladas de pacientes con CVV (Gamarra, 2014).

La nistatina es de eleccion para el tratamiento de las CVV complicadas o
las recidivantes, asimismo, es el antifungico indicado cuando se aisla C. krusei

0 alguna especie no sensible a los azoles (Mendling, 2010; Pappas, 2016).
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e Saccharomyces cerevisiae

En este estudio el 3,6% de los aislados fueron S. cerevisiae, y el orden de
frecuencia de aparicion correspondié al cuarto lugar luego de C. albicans, C.
glabrata y C. tropicalis. Porcentajes similares fueron comunicados por otros
autores (Sanz, 2002; Sobel, 1993; Buscemi, 2004; Gamarra, 2014; Castro Rodriguez,
2015).

Por el contrario, Papaemmanouil et. al. (2011) aislé un 6,1 % de S.
cerevisiae de 262 mujeres sintomaticas y asintomaticas de CVV (Papaemmanouil,
2011) y ocupo el tercer lugar en orden de frecuencia de aparicién después de C.
albicans y C. glabrata.

La presencia de S. cerevisiae como agente causal de CVV es objeto de
distintas hipotesis, entre las que se mencionan que la proximidad del recto a la
vagina favoreceria la llegada de la levadura al canal vaginal por higiene precaria
de la zona. Otras teorias mencionan el desbalance provocado por el uso de
probidticos, el contacto permanente con S. cerevisiae en mujeres que trabajan
en la industria panadera, en la industria cervecera, en la industria farmacéutica,
entre las mas mencionadas. Sin embargo, a la fecha esas hipotesis no han sido
contrastadas (Papaemmanouil, 2011).

Para esta especie no se definieron puntos de corte clinicos para
interpretar los resultados de las pruebas de sensibilidad. En este trabajo, la
CIM50 de los azoles clotrimazol, itraconazol y fluconazol mostré valores
aceptablemente bajos, 0,03 pg/mL, 0,06 pg/mL y 1 pg/mL, respectivamente, en
concordancia con los resultados presentados en otros trabajos (Sanz, 2002;
Sobel, 1993; Buscemi, 2004; Echeverria-lrigoyen, 2011).

Por el contrario, en el trabajo de Papaemmanouil, los azoles no mostraron
actividad inhibitoria en los aislados de S. cerevisiae estudiados. (Papaemmanouil,
2011)

Al igual que para las especies de Candida, la menor actividad se observé
con la nistatina.

Si bien la frecuencia de aparicion de S. cerevisiae como agente causal de

CVV es muy baja, su presencia no debe ser ignorada y debemos tener en cuenta
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gue la respuesta al tratamiento no siempre es la esperada. (Sobel 1993; Sanz,
2002; Buscemi; 2004, Buitron, 2007; Castro Rodriguez, 2015).

e Pruebas de sensibilidad por difusion en medio solido. Concordancia
con el método de referencia

La técnica de difusion en medio sdélido es costo accesible, sencilla, facil
de realizar e interpretar, aunque es importante validar los resultados con el
método de referencia antes de implementarla en un laboratorio.

En este trabajo utilizamos discos y tabletas cargados con concentraciones
fijas y Unicas de antifingicos y evaluamos y comparamos los resultados
obtenidos con el método de referencia.

Al no estar definidos los puntos de corte clinicos para el clotrimazol y la
nistatina, solo fue posible calcular la concordancia para el itraconazol y el
fluconazol.

Para C. albicans el porcentaje de concordancia que observamos con el
fluconazol en los tres reservorios fue > 85 % y para C. tropicalis > 83 %, estos
porcentajes son menores a los comunicados por otros autores (>95 %) (Cantén,
2006; Espinel-Ingroff, 2007; Kiraz, N., 2010; Maldonado, 2013).

Con el complejo C. parapsilosis la concordancia para el fluconazol resulto
menor, 75 %, 50 % y 50 %, con tableta, disco Malbrdn y disco Oxoid,
respectivamente. Nuestros resultados discrepan de los comunicados en otros
trabajos. (Cantén, 2006; Espinel-Ingroff, 2007; Kiraz, N., 2010; Maldonado, 2013).

Con el respecto al complejo C. glabrata, y en coincidencia con lo
comunicado por Canton et. al. (2006) y Maldonado et. al. (2013) la concordancia
para el fluconazol fue la mas baja entre las especies estudiadas, aun cuando
fueron evaluadas con las tabletas Neo-Sensitabs™. Es posible que sea debido
a la caracteristica de C. glabrata de no ser categorizadas como sensibles por los
documentos de referencia. (M60 2nd ed. CLSI; Antifungal Breakpoint versiéon 2,0,
EUCAST).

En este trabajo, el reservorio que resultd confiable para detectar aislados
de Candida spp., sensibles al fluconazol, fue el de las tabletas Neo-Sensitabs™.
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Con el itraconazol, la concordancia con el método de referencia no supero
el 75 % cuando se evaluaron C. albicans, el complejo C. glabrata y el complejo
C. parapsilosis, mientras que el 100 % de las C. tropicalis mostr6 discrepancia
menor.

Este porcentaje fue menor al presentado por Espinel Ingroff et. al., (2007)
en un estudio realizado con 90 especies de Candida, en el que la concordancia
fue del 92,7 % con el método de referencia del CLSI. Por su parte, Kiraz et. al.
(2010) comunicaron un 14 % de concordancia categorica con el CLSI al usar
discos cargados en el laboratorio en forma artesanal. Desafortunadamente, al
consultar en la bibliografia no encontramos otras publicaciones con las que

pudiéramos comparar nuestros resultados.

e llex paraguariensis. Contenido en polifenoles

La yerba mate, por sus importantes actividades biologicas, atribuidas
principalmente a compuestos fendlicos, es tema de constante estudio. Los
polifenoles, son compuestos fendélicos que provienen del metabolismo vegetal de
los hidratos de carbono, que protegen a las plantas del estrés oxidativo por
radiaciones UV-B, por ello se les asocia su principal actividad como antioxidantes
(Mejia Giraldo, 2014). Para obtener extractos de yerba mate con altos contenidos
de polifenoles y compuestos antioxidantes se debe trabajar con materia prima
obtenida al inicio de la cosecha (Hartwing, 2015).

La cosecha de la yerba mate se inicia en abril-mayo y se extiende hasta
octubre. Durante este periodo la planta disminuye la circulacion de su savia y
cuenta con mayor porcentaje de hojas maduras. En nuestro trabajo las hojas de
|. paraguariensis fueron cosechadas durante el mes de abril, para obtener el
extracto acuoso con el que se determing la cantidad de polifenoles totales y se
evaluo su actividad inhibitoria frente a las levaduras del género Candida y S.
cerevisiae.

Segun su contenido en compuestos fendlicos, le son otorgadas a la yerba

mate propiedades antimicrobianas (Heck, 2008).
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En este trabajo el contenido de polifenoles totales fue de 243,7 mg/g bh
EAG; con importante actividad inhibitoria sobre levaduras del género Candida y
del género Saccharomyces.

Otros autores demostraron actividad antimicrobiana ain con menores
concentraciones de polifenoles totales. Burris en 2015 comprobd la accién
inhibitoria sobre Staphylococcus meticilino resistentes de extractos de yerba
mate cuyo contenido en polifenoles fue de 77 mg EAG/g extracto seco.

Por su parte Prado et. al., (2013) trabajo con extracto etandlico de yerba
mate elaborada, de origen brasilefio cuyo contenido de fendlicos totales fue de
193,9 mg EAG/g y comprob¢ la actividad inhibitoria sobre bacterias causantes
de infecciones alimentarias, como Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes y Salmonella enteritidis, aunque no fue eficaz para inhibir a E.
coli.

De igual forma, Gonzalez Coria en 2018 trabajé con extractos hidro
alcoholicos de yerbas comerciales de origen paraguayo, con contenido de
polifenoles totales de 244,7 mg EAG/ g con actividad inhibitoria sobre
microorganismos de importancia en alimentos como Staphylococcus spp, pero
inactivos sobre E. coli y P. aeruginosa.

La cuantificacion de polifenoles en extractos de vegetales esta
influenciada por numerosos factores, tales como su naturaleza quimica, el
método de extraccion utilizado (polaridad de la fase extractiva, tamafio de las
particulas de las muestras, tiempo y temperatura de extraccion, etc.), el tiempo
y condiciones de almacenamiento tanto de las muestras como de los extractos,
el método de ensayo empleado, los estandares elegidos, y la presencia de
sustancias que interfieren en las determinaciones. (Heck, 2008). Es posible que
cualquiera de estos factores pueda influir no solo en la concentracién de
polifenoles, sino también, en la actividad antimicrobiana.

En algunos trabajos se demostr0 que los triterpenos (alcaloides,
cumarinas, flavonoides y taninos) presentes en plantas del género llex favorecen
la actividad antimicrobiana por alteracion de la membrana lipidica de los

microorganismos (Haraguchi, 1999; Ruiz Quiroz, 2013).
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DISCUSION

En este estudio, por razones ajenas a nuestra voluntad, no pudimos
determinar la composicién quimica de los polifenoles, trabajamos con el extracto
completo. Esto fue una limitante en nuestro estudio al desconocer cuél fue el

componente con mayor actividad antifangica.

e Actividad inhibitoria del extracto acuoso de |. paraguariensis

La eleccion del método para determinar la sensibilidad in vitro es un punto
importante para conocer el perfil de sensibilidad de los microorganismos frente
a un determinado antimicrobiano.

A la fecha no existen documentos de referencia que sienten las bases
para determinar la sensibilidad de compuestos naturales obtenidos de plantas.
Tampoco existen puntos de corte clinicos ni epidemiolégicos para los distintos
compuestos que se evaltan.

En este trabajo pusimos a punto la técnica de microdilucién en caldo, con
base en el documento EDef 7.3.2 del EUCAST para determinar la CIM del
EAHYM frente a especies de Candida y S. cerevisiae.

Las concentraciones mas altas de uso del EAHYM presentan un color
verde oscuro que dificultan la lectura con el espectrofotémetro.

Para minimizar el efecto del color verde oscuro incorporamos
modificaciones menores descriptas en la seccion de materiales y métodos,
logramos ampliar el rango de concentraciones y mejorar la lectura e
interpretacion de los resultados. De esta manera, la lectura se realiz6 en el lector
de placas y se evito la subjetividad que se hubiera generado con la lectura visual.

Este es un aporte importante en el desarrollo de la técnica ya que facilita
la lectura final y la interpretacion de los resultados. Al leer la densidad éptica del
crecimiento del microorganismo fue posible calcular objetivamente el momento
Optimo para realizar la lectura de los resultados, y ademas fue posible determinar
con precision el punto de lectura.

El 88,5 % de las Candida spp. evaluadas fue inhibida con un valor de CIM
<200 mg/mL, y el 100 % de S. cerevisiae fue inhibido con un valor de CIM 6,25
mg/mL.
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DISCUSION

Al consultar la bibliografia comprobamos una escasez de trabajos con los
que comparar y discutir nuestros resultados, y en los pocos trabajos que
encontramos observamos diversidad de técnicas para realizar los ensayos de
sensibilidad.

Nuestros resultados son distintos a los presentados por De Biasi et. al.,
(2009) que encontraron actividad en hojas de yerba mate en concentraciones
entre 50 y 100 mg/mL frente a C. albicans. Debemos remarcar que De Biasi
determiné la sensibilidad por difusion en medio sélido, mientras que nuestra
evaluacion fue por dilucion en caldo.

Fretes Corrales (2017) comprob6 la actividad de inhibitoria de dos
compuestos polifenolicos de yerba mate, cafeinay acido clorogénico. La cafeina
inhibié el desarrollo de C. albicans con valor de CIM de 0,6 mg/mL y a C. krusei
con valor de CIM de 0,3 mg/mL. El acido clorogénico no inhibié el crecimiento de
C. albicans mientras que inhibi6 a C. krusei con CIM de 0,009 mg/mL. De
acuerdo al trabajo de Fretes Corrales, la determinacion de la CIM se realizo
segun el documento de referencia M27 del CLSI. Es posible que la mayor
actividad antifiingica se deba a que el &cido clorogénico interrumpe la estructura
de la membrana celular, provocando un efecto litico sobre la célula fangica.
(Sung, 2010).

En nuestro trabajo evaluamos los polifenoles totales, o que nos hace
pensar, que a diferencia de lo que ocurre con otros compuestos naturales en los
gue la actividad de sus componentes suele ser sinérgica, cuando los compuestos
de yerba mate actlan en solo, la actividad inhibitoria es mas manifiesta que
cuando estan en el extracto completo.

Observamos discrepancias con los resultados presentados por Filip et. al.,
(2010) en un estudio realizado con Malassezia furfur, el valor de la CIM fue 1000
mg/mL, valor considerablemente mayor al comunicado en nuestro estudio.

Para remarcar, Filip evalud la sensibilidad in vitro por dilucion en medio
sélido, otro factor que debe ser considerado es que en nuestro trabajo evaluamos
especies de Candida y a S. cerevisiae, pertenecientes a los Ascomycetes,
mientras que M. furfur es una levadura Basidiomycete, con distinta estructura de

pared.
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DISCUSION

Si observamos los resultados de los escasos trabajos disponibles en la
literatura, nos surge la pregunta de si los polifenoles de la yerba mate serian mas
activos frente a los hongos Ascomycetes.

La actividad del extracto acuoso de yerba mate utilizado en el presente
estudio, mostré importante accion inhibitoria frente a distintas especies de

levaduras del género Candida y a S. cerevisiae.

e Evaluacion de la sensibilidad in vitro de EAHYM por difusion y
dilucién en medio sélido

El método de referencia de dilucion en caldo es el adecuado para
determinar la sensibilidad de los extractos acuosos de yerba mate en el
laboratorio. No obstante, el método de referencia es oneroso, es laborioso,
requiere de equipos e insumos con los que no siempre cuentan los laboratorios.

Por tal motivo, evaluamos la actividad de los EAHYM por difusion en
medio sdlido utilizando discos de papel embebidos en concentraciones fijas de
EAHYM vy por dilucién en medio solido.

Con ambas técnicas no observamos actividad inhibitoria, a pesar que las
cepas fueron inhibidas por distintas concentraciones de EAHYM cuando se
evaluaron con el método de referencia por dilucion en caldo.

La técnica de difusiébn en medio sélido utilizando discos es ampliamente
utilizada para la determinacion de la actividad antimicrobiana. Aunque es posible
que los resultados no sean los esperados debido a la interaccién entre el papel
filtro Whatman, compuesto por celulosa, cuya estructura quimica esta constituida
por uniones -(1-4) de mondmeros de glucosa, con grupos hidroxilos libres, lo
gue le da caracter de superficie hidrofilica al disco, con posibilidad de
relacionarse con algunos compuestos catidnicos de los productos naturales que
se absorben a la superficie del disco e impiden la difusion en el agar. De esta
manera se impide la interaccion con el microorganismo a evaluar, lo que genera
resultados negativos de inhibicion que conlleva a errores en la interpretacion
(Ramirez, 2009).
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DISCUSION

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis, analizamos y discutimos los
resultados de la determinacion de la CIM y observamos la escasa concordancia
entre las técnicas de difusion en medio solido y el método de referencia.

Con laintencién de encontrar un método adecuado que permitiera obtener
resultados fiables, reproducibles para determinar la sensibilidad in vitro de los
EAHYM frente a levaduras causantes de CVV, pusimos a punto la técnica de
dilucion en caldo y difusion en medio solido.

Comparar la accion de los antifungicos convencionales, drogas puras,
frente a extractos vegetales que presentan una variedad de componentes en
diferentes concentraciones, sigue siendo motivo de estudios fitoquimicos que
son muy importantes para aislar los compuestos presentes y determinar que
sustancia es la responsable de la accion inhibitoria o si existen efectos sinérgicos
entre ellas.

Nuestro aporte al determinar el potencial inhibitorio del extracto de yerba
mate frente a levaduras aisladas de vulvovaginitis, se presenta como una
herramienta para obtener un producto etnofarmacoldgico natural y econémico,
quizés con escasos o nulos efectos secundarios que pueda ser utilizado como
tratamiento de la CVV. Esta patologia produce tantas incomodidades a la mujer,
gue puede repercutir en sus relaciones familiares, asi como trastornos
emocionales y psicolégicos, ademas de gastos constantes en tratamientos con

antifangicos y otras alternativas de tratamiento.
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En este trabajo, la distribucion de especies de levaduras coincide con otros

estudios a nivel mundial que indican que el complejo C. albicans ocupa el
primer lugar seguido del complejo C. glabrata.

S. cerevisiae se presenta como un patdégeno emergente como agente de
vulvovaginitis. Su presencia debe monitorearse por ser menos sensible a los
antifangicos.

A la fecha, comunicamos el primer aislamiento de las especies cripticas C.
nivariensis y C. metapsilosis de como agentes de vulvovaginitis en Argentina.
Observamos un amplio rango de valores de CIM para los 4 antifingicos
evaluados, evidenciandose que la sensibilidad es especie dependiente.

En general, los resultados obtenidos con la técnica de difusion en agar
resultaron discordantes con el método de referencia, aunque las tabletas
cargadas con fluconazol serian una herramienta de utilidad para discriminar
aislados sensibles al fluconazol.

La incorporaciéon de modificaciones menores al método EDef 7.3.1 del
EUCAST para determinar la sensibilidad in vitro de los EAHYM permitié
realizar las lecturas e interpretacion de resultados.

Las hojas de la yerba mate cosechadas en la provincia de Misiones,
Argentina, poseen componentes bioactivos que inhiben a hongos
levaduriformes asociados a vulvovaginitis. Pudimos comprobar que existe
actividad inhibitoria in vitro del EAHYM frente a especies de Candida y S.
cerevisiae.

Este trabajo constituye un primer aporte al conocimiento de la actividad
inhibitoria de EAHYM sobre especies de Candida y S. cerevisiae aisladas de

pacientes con vulvovaginitis y evaluada por un método de referencia.
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-Estudiar el comportamiento de los extractos acuosos con distintos solventes.

-Identificar los componentes de los polifenoles en los distintos extractos.

- Comprender mecanismos de accion de los extractos acuosos de yerba mate.
-Lograr con el extracto de |. paraguariensis S. Hilarie (yerba mate) una
formulacion tépica para ser utilizada como biofungicida en casos de candidiasis

vulvovaginal.
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Se trabajo con cepas de levaduras recuperadas de pacientes con signos

clinicos de candidasis vulvovaginal. Los datos filiatorios, clinicos, y resultados
de las pacientes fueron encriptados y resguardados en forma confidencial.
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ANEXO
MEDIOS DE CULTIVO
Medio levadura: bacto yeast morfology agar (agar morfologia YM)

Férmula (en gramos por litro)

Extractodelevaduras ..o 3.0g
Extractode malta............ccooiiiiii 3.0g
Peptona. ... ... 509
GIUCOSA. ... 10.0g
A 200g

Solucion de Cloranfenicol

CloranfeniCol. ..o 250 mg/1000 mL
Agregar, si corresponde, la solucion de cloranfenicol y/o agar.

Esterilizacién

Esterilizar en autoclave a 121 °C y 1 atmaosfera de presion durante 15 minutos.

Almacenamiento

Méaximo de seis meses en heladera entre 4 y 8°C.

Métodos de preservacion de cultivos
Método de Castellani o del agua destilada

El método descripto por Castellani es una técnica econdémica y sencilla de realizar.

Permite la conservacion de varios hongos filamentosos y levaduras por mas de 1

ano.

-Procedimiento paralevaduras: fraccionar 2-3 mL de agua destilada en viales con

cierre hermético para prevenir la evaporacion y/o contaminaciéon. Autoclavar a 121

°C por 15 minutos. Tomar con un ansa 2 o 3 colonias de un cultivo de 24-48 horas

y suspenderlas en el vial. Las cepas se conservan a temperatura ambiente o

refrigeradas.

Pruebas paraidentificacion de especies fungicas

Prueba del tubo germinativo (TG), fendmeno de Reynolds- Braude

Es el método rapido para la identificacion presuntiva de Candida albicans/Candida

dubliniensis.



Procedimiento:

Se utiliza 0,3 a 0,5 mL de un pool de suero fresco, suero bovino o equino en tubo
de hemdlisis. Tocar una colonia de levadura de la placa de 24 horas y suspenderla
en el suero. Incubar a 35 °C por 2 a 3 horas. Ubicar una gota de la suspensién en
un portaobjeto, colocar cubreobjeto y observar en microscopio a 400x.

Control de calidad:

Positivo: C. albicans ATCC 60193

Negativo: C. parapsilosis ATCC 66029

Agar cromogeénico para levaduras:

Es util para la deteccion de infecciones mixtas de distintos materiales como orina,
sangre, heridas, flujos vaginales, esputos, etc. Este medio permite la identificacion
presuntiva de algunas levaduras. El medio contiene sustratos enzimaticos unidos a
compuestos cromoégenos que producen un color determinado en presencia de la
enzima especifica. Algunas especies de levaduras desarrollan un color
caracteristico. Existen diferentes medios comerciales en nuestro mercado, los

cuales desarrollan distintos colores segun las especies que pueden detectar.

CHROMagar (CHROMagar™)

Verde: C. albicans/C. dubliniensis

Azul: C. tropicalis

Rosa (aspecto seco): C. krusei

Se prepara segun instrucciones del fabricante. Las placas sembradas se incuban a
28-35 °C durante 48-72 h.

Agar leche con tween 80

Se utiliza para observar la produccién de clamidosporas y tubo germinativo de
Candida albicans y Candida dubliniensis y la micromorfologia del resto de las
especies de Candida. Esta técnica tiene la ventaja que realiza dos meétodos
diagnésticos en la misma prueba.

Permite ver produccion o ausencia de micelio y seudohifas y la disposicién de los

blastoconidios.

TWeen 80.....ooe e 1mL



Aguadestilada................cooii 100 mL

Esterilizar en autoclave en autoclave 15 minutos a 121 °C. Fraccionar en tubos
estériles. Al momento de usar, derretir el medio y dejar enfriar aproximadamente a
50 °C, luego agregar leche descremada en polvo estéril a razon de 100 uL de

leche/10 mL de medio.

Control de calidad:

Positivo: C. albicans ATCC 60193

Negativo: C. tropicalis ATCC 66029

Procedimiento: fraccionar en tubos. En el momento de usar, fundir el medio y
preparar un portaobjetos con 3 mL del agar, como para inmunodufusién. Sembrar
con una estria en la superficie y cubrir con un cubreobjetos previamente flameado
a la llama. Se incuba en una placa de Petri con un dispositivo similar al empleado

para microcultivos.

Agar opacidad
Se utiliza para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis. Detecta la actividad de la
enzima lipasa. La prueba es positiva (formacion de halo alrededor de la colonia)

para C. albicans y negativa para C. dubliniensis.

Bacto Peptone (BD Biosciences, Sparks, Md)...........ccoooiiiiiiiiiiiiiiannn. 10g
N L L e 59
CaC k2. . i 0149
o = | 159
Aguadestilada............ .o 1000 mL

Autoclavar a 121 °C por 20 minutos. Llevar a 50 °C y afiadir 5 mL de Tween 80
esteéril.

El pH final del medio es de 6,8.

Fraccionar en placas de Petri de 9 cm, 25 mL en cada uno.

Inocular e incubar a 30°C; examinar diariamente durante 10 dias.



Agar tabaco modificado

Permite la deteccidn de la enzima fonoloxidasa producida por C. dubliniensis. Esta
reaccion tiene como producto final la melanina, la cual le da al hongo una coloracion
marrén caracteristica.

Es utilizado como una prueba mas para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis.
Se trituran 2 atados de cigarrillos y se vuelca el tabaco en un Erlenmeyer con 1 litro
de agua destilada.

Hervir durante 30 minutos a bafio Maria. Filtrar a través de gasa y corregir volumen
a1 litro.

Agregar 20 gramos de agar, mezclar bien. Ajustar el pH a 5,4.

Autoclavar a 121°C durante 15 minutos. Plaquear a razén de 20 mL por placa.
Procedimiento:

Sembrar el material o un subcultivo fresco de agar Sabouraud de la colonia en
estudio, incubar a 28 °C durante 96 h.

Interpretacion:

Candida albicans: colonia color blanco o crema, lisa, borde liso.

Observacion microscopica del borde a las 48 horas: clamidosporas negativas.
Candida dubliniensis: colonia color pardo amarillenta, rugosa, borde festoneado.
Observacion microscopica del borde a las 48 horas: clamidosporas positivas.

C. neoformans/C. gattii: colonia color marron.

El enriquecimiento del medio con el agregado de glucosa no ha arrojado

resultados significativos.

Agar tomate zanahoria

Es utilizado como una prueba més para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis.
Se prepard un extracto de 20 g de zanahoria rallada y 20 g de tomate picado y sin
semillas, se hirvieron durante 1 hora en 1 litro de agua, se filtré por gasa y se llevé
nuevamente a volumen de 1 litro, se agregaron 20 g de agar, se disolvid y se

autoclavo durante 15 minutos a 1 atm de presion.

Procedimiento:

Se vertio el medio sobre portaobjetos (3 mL) y se sembro por incision, se coloc6 un
cubreobjetos estéril y se incub6é en camara humeda a 30 °C durante 48 h. Se
observé microscopicamente la presencia de clamidoconidios a 200x y 400x.



Interpretacién:
C. albicans: No produce clamidoconidios

C. dubliniensis: Produce abundantes clamidoconidios.

Caldo Sabouraud dextrosa

Composicion (en gramos por litro)

TrPtONa. ..o 5.0
GlUCOSA. . e 20.0
Peptonade carne...........ooooiiiiiiiiii 5.0

pH final: 5.6 £ 0.2

Suspender 30 g de polvo en 1 litro de agua purificada. Agitar lentamente hasta
completar disolucion. Repartir en tubos estériles o en frascos.

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

Caldo Sabouraud hiperténico

El ensayo de tolerancia al caldo de cloruro de sodio al 6,5 % (NaCl Test) es una
prueba tradicional util en microbiologia para la identificacion de diferentes
microorganismos. Es un marcador fenotipico de C. dubliniensis basado en su
incapacidad a crecer en caldo de Saburaud dextrosa con NaCl al 6,5 %. Se trata de
un ensayo barato, facil de realizar y genera imagenes reproducibles con resultados
consistentes. El ensayo también permite probar no sélo aislados clinicos recientes,
sino también cultivos de reserva. La prueba no genera resultados falsos positivos o
negativos.

Para esta prueba se prepararon tubos estériles a los cuales se le afiadié 1 mL de
caldo Sabouraud suplementado con CINa al 6,5 %. Posteriormente se obtuvo un
inéculo de 10* UFC/mL en agua destilada estéril de cada una de las cepas en
estudio y se inocularon 20 pL en los tubos que contenian el caldo Sabouraud
hipertdnico. Los tubos se incubaron a 35 °C durante 96 h y se observé el crecimiento
mediante la presencia de turbidez en cada tubo.

Esta prueba tiene la capacidad de diferenciar C. albicans de C. dubliniensis ya que
la presencia de turbidez indica crecimiento y esto sélo lo realiza C. albicans.

Un resultado positivo de la prueba fue definida como la ausencia de crecimiento

visual de las colonias.



Interpretacién:
C. albicans: crecimiento significativo (presencia de turbidez).

C. dubliniensis: escaso o0 nulo crecimiento.

Agar Pal

Es utilizado como una prueba mas para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis.
Se preparé un extracto de 70 g de semillas de girasol en 350 mL de agua destilada.
Se hirvieron durante 1 hora, se filtr6 por gasa y se llevé nuevamente a volumen de
350 mL.

Se disolvid y se autoclavo durante 15 minutos a 1 atm de presion.

Para 350 mL de extracto:

GIUCOSA. ... 19
CreatiniNa. ... 0,78 g
A - 18 ¢
CloranfeniCol...........cooiiii 0,05¢

Se mezclaron en partes iguales con CHROMagar Candida. Plaquear a razén de
20 mL por placa.

Procedimiento:

Sembrar el material o un subcultivo fresco de agar Sabouraud de la colonia en
estudio, incubar durante 48 h. Se observa desarrollo a las 24 h.

Interpretacion:

C. albicans: colonia gris y cremosa. Ausencia de clamidoconidios. (Gris beige)

C. dubliniensis: colonia gris, rugosa, y con franja de hifas. (Gris verdoso)

Crecimiento a 45 °C (Termotolerancia)

Se evalua el crecimiento de las cepas en medio Agar Sabouraud Glucosa sin
antibiéticos sembrando en este medio 20 pL de un inéculo 10* UFC/mL preparado
en agua destilada estéril e incubando los tubos a 45 °C. A las 48 h se evalu¢ el
desarrollo de las colonias a esta temperatura.

C. albicans: crecimiento a 45 °C, es termotolerante.

C. dubliniensis: no presenta crecimiento a 45 °C.



PREPARACION DE LAS DILUCIONES DE YERBA MATE (proceso propio)

Se pesan 20 gramos del extracto liofilizado y se disuelven en 5 mL de agua (4000
mg/mL).

Se filtra el sobrenadante con unidades filtrantes de 0.45 um (clarificante) y luego
0.22 um (esterilizante).

Tomar 2 mL (8000 mg/ml) efectuar diluciones seriadas al medio, luego pasar 1 mL
de cada dilucion a 8 mL de RPMI.

2/10 en RPMI (800 mg).

1/2 en la placa que es la dilucién final con el RPMI mas el indculo, dilucion final

400 mg/mL.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
400 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,78

Secuencias consenso para las cepas codificadas como 26 y 11B.

Cepa 26
TCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAG
GTCGAATTTGGAAGAATGTTTGGAGTTTGTACCAATGAGTGGAAAAAAAAAAC
CTATCCATTAGTTTATACTCCGCCTTTCTTTCAAGCAAACCCAGCGTATCGCTC
AACACCAAACCCGAAGGTTTGAGGGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCC
TTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGAAT
ATCTGCAATTCATATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGA
ACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGACTATTAGTTAATCAAGTTGACAATT
AAATAAAAATTTGGTTGAGTTTAATCTCTGGCAGGCCGIGGGCCCACCAAAGC
AAAGTTTTCAAAAAAAAGAAAAACACATGTGTAgAAAGAAAAGGATTGCAGTTA
AGCAACCTTCTCCTATTTCTGTAATGATCCTTCCGCAGG

Cepa 11B
ATTTGAGGTCAACTTAAAGGTTCCTGTTTGCCAGCATGACTTCACAGCAGAGC

CCTTCCACCAGAATTTAAAATGCCCTGCAACAGAGACCGTCGAAGTTGGTAAA



ACCTAATACGACTTTCTCATTGCAAAACTTCCAATGAAAAAAAACAGCCCACCA
TGCACGTCCGCATAAAATGGCCAACAATTTCAAGCTAACTCCAGCAGAGTATC
ACTCACCACCAAACGAGACGTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATG
CCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCAC
GGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATG
CGAGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGAAGTTATTTCTCAACAGAGA
ATTTGGTTTTGACAAAGTAGAATATAAAATAATTGTTTGTGTTTGCTTCTCCCG
GGACGCCCAAAAAGAGCTGTCCCAAAGAAAATAAGAACAATAAAGTAAGATTA
CTCCACTGTGTGTAAAGTTGAAAGATACAAACTCCTCCCTTTGAATTAGCTAG
CTTCAGAAAAAGCACCGCCTCCGCCGCGCACTTAAGCGCAGGCAGCTGCAG
CACCCCCCGAAACTAACCAGGATGAGCTCGCTCC



