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RESUMEN

Diversas investigaciones han demostrado la actividad inhibitoria de los anestésicos locales
sobre el crecimiento y proliferaciéon de hongos y levaduras. Se ha comprobado que estas
drogas a bajas concentraciones poseen efectos inhibitorios ( MIC) en su crecimiento y
actividad fungistatico o fungicida. Se realizo un estudio de tipo experimental mediante la
manipulacion de una variable en condiciones rigurosamente controladas, con el fin de
describir de que modo o porque causa se produce una situacion o acontecimiento
particular; con muestras seleccionadas al azar de 30 cepas procedentes de pacientes;
aisladas, identificadas y procesadas en el laboratorio de micologia del departamento de
microbiologia de la universidad de Carabobo. Con el objetivo de determinar el efecto
inhibitorio (MIC) de la Lidocaina relacionar la accion de la misma en sus diferentes
concentraciones al 1%, 2% y 5% y el tiempo de exposicion para la inhibicion de
crecimiento. Desde Enero 2.006 a Junio 2.007 se realizo este estudio sobre las cepas en
cuestidon Los resultados: sobre los tipos de especies aisladas fueron los siguientes: el 33,
33% para Candida parasilopsis, seguida por un 30% correspondiente a la especie
Céandida glabrata, en tercer lugar con un 26,66% encontramos a Candida albicans luego
con un 6,66% Candida tropicalis y finalmente con un 3,33% Candida pseudotropicalis.
En relacion a la concentracion minima inhibitoria (MIC) para las especies de Candida
pseudotropicalis y Candida parasilopsis su inhibicion comienza a bajas
concentraciones del anestésico ( 1% y 2% ) y se observa a partir de las 24 horas de
exposicion al mismo pudiéndose concluir que la actividad fungistatico sobre estas
especies es rapida y efectiva. En relacion a Candida albicans y Candida tropicalis su
inhibicion (MIC) comienza de igual forma a las 24 horas en contacto con el anestésico
pero estas se inhiben totalmente con una concentracion del 5% de Lidocaina. Para la
especie Candida glabrata su MIC se inicia a las 72 horas en concentraciones de
anestésico al 1%. Conclusiones: la Lidocaina a bajas concentraciones posee una gran
actividad fungistatica y un gran efecto antimicrobiano ante otros anestésicos locales.

Palabras claves: MIC, fungistatico, fungicida, levadura, aislamiento, identificacion,
especies.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversas investigaciones han demostrado la actividad inhibitoria de los
anestésicos locales sobre el crecimiento y proliferacién de hongos y levaduras. Se
ha comprobado que estas drogas a bajas concentraciones poseen efectos
inhibitorios en su crecimiento y actividad fungistatica o fungicida (Olsen Yy cols,
2000 Vaz. Py cols, 2000.) Entre los diversos anesticos locales se encuentra los

tipos ester y los tipo amida (anexo N° 1) (A. Bolafo y cols 2002.)

Cabe considerar, que las levaduras son microorganismos que con cierta
frecuencia producen infecciones en piel y mucosas especialmente cuando existen
factores predisponentes o también con la exposicion a ciertas exploraciones

instrumentales en el paciente (Olsen y cols, 2000. )

Las fuentes potenciales de contaminacién por levaduras generalmente son:
el uso de catéteres percutaneos; intravenosos 0 intraperitoneales; fibras épticas de
broncoscopios, endoscopios y procedimientos oftalmolégicos que ocasionan
traumatismo en las mucosas que inducen a las levaduras a atravesar las barreras

cutdneas y mucosas favoreciendo el paso de las mismas. ( Badenoch, 2005.)

También debemos mencionar la contaminacion ligada a los habitats mas
heterogéneos que puedan aislarse de diversas familias de animales de cereales,

productos lacteos y jugos de frutas. (Rodriguez y cols, 2000.)



Se plantea entonces el problema que debido a estos factores anteriormente
expuestos, las levaduras provocan micosis superficiales, mucocutaneas y
ocasionalmente sistémicas, que ademas pueden ocasionar infecciones bucales en
implantes y protesis dentales, también afecciones digestivas, bronquiales, y
pulmonares que afectan a los individuos que se encuentran en estado de
inmunosupresion, pacientes trasplantados de médula 6sea y/o sometidos a
tratamientos con quimioterapia y radioterapia ( Casas. Rincén 2002.) ( Dupon

1990.)

Otros autores consultados concluyen que la inhibicién del crecimiento de
microorganismos en pacientes después de cirugia se logra con una mezcla de
Lidocaina y propofol, especialmente sobre especies de Candida. Otros han
estudiado el efecto antimicrobiano de la Lidocaina en lavado de liquido

broncoalveolar durante un procedimiento broncoscopico ( Wachowski y cols 2000.)

Por otro lado, investigaciones demuestran que la Lidocaina inhibe la
formacion del tubo germinal en la Candida debido al bloqueo iénico de los canales
del calcio para el hongo (Olsen y cols 2000.) (Vaz Pina y cols 2000) , también
demuestran que la Lidocaina en bajas concentraciones posee actividad
fungistética y en altas concentraciones actua directamente dafiando la membrana

del microorganismo.



Dentro de este orden de ideas nos planteamos un estudio dirigido a
demostrar el efecto inhibitorio de la Lidocaina sobre el crecimiento de levaduras
con compromiso en las infecciones que ocurren en pacientes con factores
predisponentes. Las concentraciones de 1%,2% y 5% de Lidocaina en solucion
salina 0,9%, se pondran en contacto con diferentes aislados de levaduras para
medir el tiempo de inhibicion del crecimiento de las mismas que oscilara entre 24 y

72 horas.

La medicina moderna ha logrado prolongar la vida de muchos pacientes
inmunologicamente debilitados, asi como pacientes que reciben corticoesteroides,
farmacos citotoxicos, irradiacion o antibidticos de amplio espectro para el manejo de
enfermedades malignas, transplantes de 6rganos y otros procedimientos
quirdrgicos los cuales estan predispuestos a contraer infecciones oportunistas.
También personas con todas las formas de leucemia, el Sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), linfoma Hodgkin, neutropenia, u/o otras
enfermedades hematoldgicas y endocrinas incluida la diabetes, pueden ser

afectados por candidiasis (Casas, R 2002)

En general, las afecciones o los tratamientos que reducen el niumero o la
funcién de los fagocitos o que alteran la inmunidad mediada por células aumentan
la susceptibilidad a las micosis oportunistas, casi imposibles de evitar porque son

gérmenes ubicuos en el medio ambiente o forman parte de la flora microbiana



normal, por lo que en los Ultimos afios la incidencia de las micosis oportunistas a

continuado aumentado a velocidad alarmante. (Zinsser 2004).
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JUSTIFICACION

Este estudio en particular estara dirigido ha demostrar el efecto inhibitorio de
la Lidocaina en concentraciones al 1%, 2% y 5%, como también relacionar el
efecto de inhibicidn del crecimiento de las levaduras en dos tiempos; de la
siguiente forma: Sembrado e incubacién de aislados de levaduras en tiempo cero
0, 24y 72 horas, bajo la accion de el anestésico y, conservadas estas en el

laboratorio en estufa a 37° C.

A través del mismo se pretende probar de forma experimental el poder
fungistético de la Lidocaina sobre levaduras conservadas en el laboratorio. La
relevancia de esta investigacion se encontraria en el papel que jugaria a nivel

preventivo, laboratorial y la aplicacién en nuestra practica médica.
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OBJETIVO GENERAL

» Determinar el efecto de la Lidocaina sobre el crecimiento de levaduras
aisladas de pacientes y conservadas en el Laboratorio de Micologia del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud,

Universidad de Carabobo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar e identificar en las muestras procesadas las especies de
levaduras.

» Relacionar la concentracién de Lidocaina 1%, 2% y 5% con la inhibicion
del crecimiento de cepas de levaduras aisladas.

» Relacionar el tiempo de exposicién ala Lidocaina con la inhibicién del

crecimiento de la levadura.
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MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

Los anestésicos locales son farmacos que, aplicados en suficientes
concentraciones, ejercen en su sitio de accion inhibicién de la conduccién del
impulso nervioso por las membranas del nervio y el masculo de forma transitoria,
reversible y predecible, y por lo tanto originan una pérdida de la sensibilidad en la
zona y/o region del organismo donde se inoculan y/o instilan. (Mendoza J .2005.)
La cronologia del bloqueo seria:

- Producen un aumento de la temperatura cutanea, vasodilatacion (por bloqueo de
las fibras B).

- Una pérdida de la sensacion de temperatura y alivio del dolor.

- Pérdida de la propiocepcion.

- Pérdida de la sensacion de tacto y presion.

- Pérdida de la motricidad (la reversion del bloqueo se producird en el orden
inverso).

Los anestésicos locales son moléculas pequefias con un PM comprendido
entre 220-350 daltons y al aumentar el PM se aumenta su potencia anestésica
hasta alcanzar un maximo a partir del cual un posterior aumento del PM reduce su
potencia anestésica (Catterall W. 2005.)

En relacion a sus efectos sobre el pH los anestésicos locales por ser aminas
no protonadas tienden a ser solo ligeramente solubles. Por lo tanto, suelen

expenderse como sales hidrosolubles por lo general clorhidratos.
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Dado que son bases débiles. Esta propiedad incrementa la estabilidad de los
anestésicos locales tipo éster y de cualquier otra sustancia vasoconstrictora
concurrente. En situaciones ordinarias de administracion, el pH de la solucién

anestésica local se equilibra con rapidez con el de los liquidos extracelulares.

El primer anestésico local se descubrié de manera casual a finales del siglo
XIX, La cocaina esta sustancia que abunda en las hojas de la coca Erythoxylon
coca (Goodman & Gilman 2006.)
Albert Niemann en 1860 fue el primero en aislar este farmaco y Sigmund
Freud estudio las acciones fisiologicas de la cocaina y Carl Koller la introdujo en el
ejercicio clinico en 1884 como anestésico topico para operaciones oftalmoldgicas,
poco después Halstead generaliz6 su uso en la anestesia por infiltracion y bloqueo
de la conduccion. Para este mismo afio la gran mayoria de los anestésicos locales
que se utilizan en el ejercicio clinico actual se originan de estas observaciones.
e LalLidocaina (xylocaine y otros preparados) aparece en 1948 y en la
actualidad es el anestésico de mayor uso.
e Lalidocaina es una aminoetilamida y es miembro protipico de la clase
amida de sustancias anestésicas locales.
e Entre sus principales aplicaciones clinicas; es de gran utilidad en casi
cualquier aplicaciéon en la que se requiera un anestésico local de duracion

intermedia.
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Se han realizado variados estudios de la actividad antifungica de los

anestésicos locales sobre Candida albicans y otras levaduras. (Velasquez, 2006.)

Dentro del marco de este estudio los hongos se consideraron originalmente
como plantas inferiores en la categoria de Criptogamas y en la division (phylum)
Thallophitas. Desde 1969, Whittaker los colocé en el reino Fungae y agrup6 a los
seres vivos en cinco reinos en la escala biolégica: Monera, Protista, Fungae,

Plantae y Animalia.

Los hongos pueden descomponer organismos muertos o sus productos
(saprofitos) y obtener el nutriente de otros organismos vivos o huésped (parasitos).
Algunos hongos se asocian con otro organismo para nutrirse mutuamente
(simbiosis) como los liguenes, combinacion de hongos y algas. Los hongos
constituyen un complejo y fascinante grupo de organismos, tan grande que se
calculan mas de 300 000 especies; viven en los medios mas variados y solo
alrededor de 100 son necesariamente patdgenos para mamiferos, pero también
hay patégenos de vegetales, insectos (entomdgenos) o de otros hongos

(microparasitos). (Arenas. R 2004.)
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Los hongos tienen como caracteristica comun la ausencia de clorofila, por
lo tanto no pueden realizar la fotosintesis y deben nutrirse a partir de materia
organica ya elaborada pueden descomponer organismos muertos o sus productos
(saprofitos) y obtener el nutriente de otros organismos vivos 0 huésped (parasitos).
Cuando el parasito ocasiona una enfermedad declarada en cualquier individuo
expuesto, se llama patdgeno. Algunos hongos se asocian con otro organismo para
nutrirse mutuamente (simbiosis) como los liqguenes, combinacion de hongos y
algas, asi como las micorriza asociacion de hongos raices e plantas que sirven

para incrementar la absorcion nutrientes del suelo.

Los hongos tienen gran importancia para conservar el equilibrio de la
naturaleza, pues desintegran o reciclan casi todos los restos organicos;
intervienen en la produccién del humus del suelo, muy importante para su
fertilidad, a esto se denomina biodesintegracion y es indispensable en la biosfera,
pero también participan de manera indeseable en el biodeterioro. Algunos hongos
se encuentran disponibles incluso para programas de control biol6gico. Toman su
nombre de la parte del organismo que invaden o del hongo que las causas. Los
agentes de las micosis son alrededor de 60 y pueden ser de origen enddgeno o
exogeno. Los hongos enddgenos se encuentran en mucosas o tegumentos de
individuos sanos y solo en condiciones especiales del huésped (inmunosupresion,
diabetes, antibioticoterapia) se convierten en patégenos; un caso asi lo constituye

Candida.
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Los hongos exdgenos viven fuera del ser humano o los animales; algunos
son parasitos obligatorios (dermatéfitos) y otros son saprofitos (Aspergillus,
Mucor). La mayor parte de los hongos exdgenos penetran por via aérea o
cutanea. Algunos son cosmopolitas y otros estan delimitados a zonas endémicas

(Histoplasma, Coccidioides).

Hay cierta afinidad de los hongos por los tejidos u érganos, por ejemplo, los
dermatofitos por la queratina; Cryptococcus neoformans por el tejido nervioso, e

Histoplasma por el sistema reticuloendotelial.

Las personas sanas tienen inmunidad natural a las infecciones micéticas.
Esta resistencia no es especifica y depende de factores genéticos, hormonales,
nutricionales, asi como de la edad y el sexo; también son barreras mecanicas
naturales los cilios nasales, la piel, las mucosas y las secreciones como el sebo y
sudor que tienen actividad fungicida. Los microorganismos que penetran estas
barreras desencadenan una respuesta inflamatoria y la fagocitosis. Los hongos
actuan como antigenos y estimulan la producciéon de anticuerpos, células Ty
factores linfocitarios; favorecen la permeabilidad capilar, y tienen efecto citotoxico.
Como no hay correlacion entre anticuerpos y grado de proteccion, se cree que

esta ultima depende de la inmunidad celular. (Arenas. R 2004.)
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En este orden de idea, las micosis se clasifican en cuatro grandes grupos:
superficiales, subcutaneas, sistémicas, y oportunistas. Las subcutaneas y

sistémicas también se pueden agrupar en las micosis profundas.

En general, las micosis superficiales se producen por contacto directo con
el hongo o con una persona o animal infectado, afectan piel, anexos y mucosa, por

ejemplo, tifia y candidosis.

La micosis subcutaneas por lo general se adquieren del ambiente y el
hongo penetra por un traumatismo, por ejemplo, en la esporotricosis, el micetoma

y la cromomicosis.

En las micosis sistémicas las esporas del hongo penetra por inhalacién
(coccidiodomicosis, histoplasmosis, aspergilosis, criptococosis) y producen
micosis pulmonar primaria de donde pueden diseminarse a cualquier otro érgano o
sistema. Las micosis sistémicas pueden afectar piel o mucosas y las superficiales,
extenderse a 6rganos profundos. En general, las micosis son de evolucion
subaguda o cronica, pueden durar afios o ser letales. Como los hongos liberan

pocas toxinas no suele haber fiebre ni modificaciones sanguineas.

Las micosis por hongos oportunistas son causadas por hongos que se

transforman en patdgenos bajo diferentes condiciones del huésped.
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Los hongos se encuentran en dos estados basicos: levaduras y mohos.
Levaduras: morfologicamente se define como un hongo unicelular, redondo o
elipsoidal que se reproduce por gemacion o fision binaria. Pero también puede ser
el estadio morfologico en el ciclo biolégico de una especie filamentosa
("Dimorfismo").

Mohos: son hongos multicelulares cuya estructura filamentosa se forma por el
crecimiento continuo a partir de una propagula. El elemento tubular que emerge
se denomina "Hifa”; el entrelazado de ellas se denomina "Micelio": Parte de las
hifas que se introducen en el sustrato y forman el micelio vegetativo, que se
proyectan hacia el exterior formando el micelio "Aéreo".

El Micelio Aéreo presenta un aspecto microscopico que puede ser: Algodonoso,
sedoso lanudo, velloso, brillante, mate, arrugado plegado, plano, extendido,
desparramado, circunscrito, pulverulento, membranoso, cerebriforme, pigmentado,

etc. (Koneman. R 2005.)

CANDIDIASIS

El género Candida esta constituido por un gran numero de especies. La

clasificacion de Lodder admite 81 especie y entre ellas la Candida albicans es la

gue por lo general origina el mayor nimero de manifestaciones patoldgicas.

(Dupont B. 1990.)
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El hongo habita exclusivamente en las mucosas del tubo digestivo y
vaginal. No se le encuentra sobre la piel sana y es el hombre y accesoriamente los
animales en especial los pajaros, los que se contaminan y enferman por este

hongo.

El aislamiento de Candida albicans en la naturaleza es excepcional y se le

puede encontrar en las excretas humanas.

En el humano el aislamiento se puede realizar en lesiones cutaneas
subyacentes preexistentes o de una proliferacion exclusiva del tubo digestivo:

Estos dos factores pueden estar asociados. (Dupon. B 1990).

La colonizacién del hombre por Candida se hace en los dias que siguen al
nacimiento. La contaminacién es de origen materno y netamente vaginal, esto

tiene lugar en el canal del parto. El personal de salud juega un rol importante.

La existencia de Candida albicans en el tubo digestivo humano explica que
la principal puerta de entrada de las septicemias por esta levadura sea digestiva.
La importancia diagndstica del muguet bucal en la candidiasis sistémica del recién
nacido, la frecuencia de septicemias o de peritonitis a Candida albicans luego de
cirugia digestivas y la prescripcion de antifungicos orales ilustran bien estas
patogenias; entre otras fuentes potenciales de contaminacion podemos mencionar

el papel que juegan el uso de catéteres percutaneos intravenosas,
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intraperitoneales, fibras dpticas de broncoscopios y endoscopios que ocasionan
traumatismos en las mucosas que hacen que las levaduras del hongos atraviese

las barreras cutaneas y mucosas favoreciendo el paso de las mismas.

También debemos mencionar la contaminacion ligada a los habitats mas
heterogéneos que pueden aislarse de diversas familias de animales; de cereales,

productos lacteos y jugos de fruta.

Solo las especies que pueden crecer a una temperatura de 37°C son
potencialmente patdgenas para el hombre, de hecho el poder patdgeno del hongo
es muy débil ante los mecanismos de defensa del organismo. La virulencia esta

determinada por el estado fisiolégico e inmunoldgico del huésped.

Las manifestaciones clinicas de las candidiasis son de gran diversidad: se

trata de manifestaciones superficiales y profundas. Su frecuencia se encuentra en

aumento y representa habitualmente la razén de la medicina moderna.
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MARCO METODOLOGICO

El trabajo se basa en someter cepas de levaduras a diferentes
concentraciones de Lidocaina; esto se hizo mediante la manipulacién de una
variable experimental en condiciones rigurosamente controladas, con el fin de
describir de qué modo o por que causa se produce una situacion o

acontecimiento particular.
Tipo de Investigacion:

La presente investigacion es de tipo experimental, proceso que consiste
en someter a un objeto o grupo de individuos a determinadas condiciones o
estimulos para observar los efectos que se producen (Tamayo 2002.)

Se persigue evaluar el efecto inhibitorio de la Lidocaina en
concentraciones al 1%, 2% y 5% sobre crecimiento de levaduras segun el tiempo
de estudio se corresponde con una investigacion de corte longitudinal.
Poblacion:

Cepas de levaduras procedentes de pacientes, aisladas y mantenidas en el

laboratorio de Micologia del Departamento de Microbiologia de la Universidad de

Carabobo de la Facultad de Ciencias de la Salud.
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Muestra:

Se seleccionan al azar 30 cepas de levaduras aisladas e identificadas
procesadas en el Laboratorio de Micologia del Departamento de Microbiologia de
la Universidad de Carabobo de la Facultad de Ciencias de la Salud. De acuerdo
a la revision realizada por (Mendoza, M. 2005) en el Instituto de Biomedicina,
Ministerio de Salud se destaca la importancia que tiene el proceso de
aislamiento e identificacion a nivel de género y especie, en este tipo de

experimentos.

Procedimiento:

a. Se obtuvo colonias de levaduras de cultivos en Agar Saboraud simple, y
las colonias obtenidas en cultivo se hicieron crecer en caldo Saboraud a
temperatura 37°C por 24 horas. Luego a partir del cultivo se prepara una
solucién patron (o suspensiéon estandar) en caldo Saboraud tomando con
una pipeta automatica 50 ml del cultivo.

b. Inmediatamente se dispuso de 4 tubos de ensayo (16 x 150 mm) estériles
y vacios para realizar 3 soluciones de Lidocania al 1%, 2% y 5%,
respectivamente; tomando previamente 2ml de soluciéon salinay
vertiéndolos en cada tubo marcados convenientemente para su
identificacion posterior. De esta manera se dispuso de 5 tubos los cuales
contenian 5ml de volumen, respectivamente.

- Tubo N° 1 con solucién estandar

- Tubo N° 2 con solucion salina

- Tubo N° 3 con 2cc de Lidocaina al 1%
- Tubo N° 4 con 2cc de Lidocaina al 2%

- Tubo N°5con 2 CC de Lidocaina al 5%
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c. Mediante un Nefelémetro STAFAX 303 plus, se determind la turbidez de
la suspension estandar de la levadura, comparandola con un patron de
Mc Farland N° 1 y la suspension que estuviera mas cerca de la lectura del
patrén Mc Farland se tomaba como la concentracion del microorganismo
requerido en densidad Optica. Sin embargo (Martin y cols 2001),
establecen que el método de microdilusion NCCLS (M27-A) es un método
de desarrollo de color en placas con pocillo (placas de aglutinacién). El
meétodo puede ser introducido como de rutina en el laboratorio de

laboratorio de microbiologia clinica; para la evaluacion de los antifingicos

d. Se toma de la suspension estandar 50 mly se vierte en cada uno de los
tubos con las diluciones del anestésico y también en el que contiene la
solucién salina. Después de 30 minutos de incubacion a temperatura
ambiente y con el objeto de permitir la actividad inicial del anestésico
sobre las cepas de levadura se procede a la siembra de las mismas; en 5
placas de agar Sabouraud, tomando el inéculo con un asa de platino
calibrada. Las placas fueron incubadas a 24 horas, 48 horasy 72 horas a

en estufa a 37°C.

e. Serealizo una lectura en las primeras 24 horas con el objeto de evidenciar
el crecimiento o inhibiciébn de levaduras en la placay se realizo otra

lectura a las 72 horas para corroborar los mismos efectos.

f. Se estableci6 basandose en métodos estandar de conteo de colonias
una escala de 1 a5 para determinar el crecimiento en placa:

5=++++ 3 x10° colonias

4 = +++ 2 x 10 colonias

3=++ 1 x 10° colonias

2=+ < de 100 colonias
1=0 Cero crecimiento

24



5= ++++ representa el crecimiento maximo de cultivo es una placa de Petri (9cm
de diametro) Koneman (1997) donde se aprecia el crecimiento de 300 o mas

colonias.
4= +++ Representa un crecimiento estimado en alrededor de 200 colonias
3= ++ Representa un crecimiento estimado en alrededor de 100 colonias

2 = + representa un crecimiento estimado en menos de 100 colonias.

1= 0 cero crecimiento.

Resultados y Discusion:

Se obtuvo un resultado sobre 30 cepas de levaduras totalmente

identificadas.
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Las cepas fueron agrupadas de acuerdo a las caracteristicas de las

especies obtenidas que se muestran en la tabla N° 1.

Las cepas de levaduras seleccionadas para el presente experimento

reflejan un comportamiento frente a la sustancia anestésica de forma variable.

El comportamiento de sensibilidad frente a la Lidocaina en sus diferentes

concentraciones se refleja en las Tablas 2, 3,4, 5y 6.

TABLAN°1

TIPOS DE ESPECIES DE LEVADURAS AISLADAS POR ORDEN DE
FRECUENCIA Y PORCENTAJE SOBRE EL TOTAL
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Tipos de Levadura F %

Candida parasilopsis 10 33,33
Candida glabrata 9 30,00
Candida albicans 8 26,66

Candida tropicales 2 6,66

Candida 1 3,33

pseudotropicalis

Total 30 100,00

Fuente: Departamento de Microbiologia Universidad de Carabobo

En esta tabla se puede apreciar que el mayor porcentaje sobre el total de
las cepas aisladas corresponde a la especie de levadura de Candida
parasilopsis con una 33,33% seguida en segundo lugar por la Candida glabrata
con un 30% encontrandose la Candida albicans en 3 lugar con un 26,66%

Candida tropicalis y pseudotropicalis con 6,66 y 3,33%.

TABLA N° 2

COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS Candida parasilopsis ANTE LA
APLICACION DEL ANESTESICO A LAS 24 HORAS Y A LAS 72 HORAS
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24 Horas 72 Horas
S M ++++ S M ++++
S.S +++ S.S++
1% + 1% 0
2%0 2%0
5%0 5%0

Fuente: Departamento de Microbiologia Universidad de Carabobo

(Vaz P.y cols 2002) investigaron sobre la evaluacion de Benzinamida,
Lidocaina y Bupicaina y su actividad antifungica sobre especies de hongos tipo
Candida albicans y no Candida albicans y determinaron su concentracion
minima inhilibitoria (MIC) para 20 especies provenientes de (20 aislamientos

clinicos y 2 especies de cultivo).

Concluyeron que a bajas concentraciones el testado de estas drogas
anestésicas poseen una actividad fungistatico y en altas concentraciones son
fungicidas debido al dafio que ellas ocasionan en la membrana citoplasmaética.
En esta tabla se representa el comportamiento de la cepa Candida
parasilopsis se puede observar que a las 24 horas tienen un comportamiento
entre la suspension estandar o (solucion madre) y la solucién salina de una
disminucién del 300 -200 colonias a menos de 100 colonias; en el tubo
contentivo del anestésico al 1% y la inhibicion total comienza en los tubos con el

anestésico al 2% y 5%.
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Luego al efectuar la lectura a las 72 horas observamos una disminucion
del crecimiento en la solucion salina (esto se explica por agotamiento de
nutrientes.) Y una inhibicion total de crecimiento a partir del tubo contentivo del
anestico al 1%, 2% y 5%. Esto nos permite concluir que esta especie requiere un

mayor tiempo de contacto con la sustancia anestésica en estudio.

TABLA N° 3

COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS Candida glabrata ANTE LA
APLICACION DEL ANESTESICO A LAS 24 HORAS Y A LAS 72 HORAS
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24 Horas 24 Horas
SM: ++++ SM:++++
S.S+++ S.S+++
1% + 1% 0
2% + 2% 0
5% + 5% 0

Fuente: Departamento de Microbiologia Universidad de Carabobo

(Arcaya N. y cols 2006) en estudios para determinar la sensibilidad in Vitro
de antimicoticos como Anfotericina B, Fluconazol e Itraconazol en aislamientos
de especies tipo Candida obtenido de muestras de pacientes del Hospital
Universitario de Maracaibo, en 74 aislamientos clasificados como: sensibles,
intermedios o resistentes y categorizandoles en base a la CMI (Concentracion

minima inhibitoria).

De la 9 cepas de C glabrata estudiadas se observo que a las 24 horas no
existe inhibicibn de su crecimiento en ninguna de las concentraciones del
anestésico, a partir de las 72 horas es que comienzan a observarse la inhibicién.
De aqui que podemos concluir que esta especie necesita para su inhibicién total;
mayor tiempo de contacto con el anestésico. Se deduce que Candida glabrata
muestra resistencia a varios tipos de sustancias antifungicas y por lo tanto se

concluye que esta especie es variable en su espectro de sensibilidad.

TABLA N° 4
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COMPORATAMIENTO DE LAS CEPAS DE Candida albicans ANTE LA
APLICACION DEL ANESTESICO A LAS 24 HORAS Y 72 HORAS

24 Horas 72 Horas
SM ++++ S M ++++
S.S ++ S.S ++
1% + 1% 0
204 + 2%0
5%0 3%0

Fuente: Departamento de Microbiologia Universidad de Carabobo

En estudios realizados por (Avdin, O y cols en el 2001) en Turquia acerca
de los efectos antimicrobianos con diferentes concentraciones de Ropivacaina,
Bupicaina, Lidocaina y Prilocaina, clasificados como anestésicos locales; en
base al tipo de enlace presente en la cadena intermedia, afirma que estos
poseen propiedades antimicrobianas sobre algunos gérmenes y algun tipo de
hongos como Candida albicans; obtuvieron los siguientes resultados: la
Roprivacaina no inhibié a ninguno de los microorganismos testados, la Bupricaina
redujo la viabilidad de las células de P aeruginosa en soluciones al 0,5% y
0,25%. La Lidocaina en soluciones al 5% y 2% vy la Prilocaina al 2,0% redujeron

la viabilidad de las células de los microorganismos en estudio.

Concluyeron que la Ropivacaina no posee actividad antimicrobial en
ninguno de los microorganismos en estudio. La Bupicaina muestra poco efecto
antimicrobiano y Lidocaina y Prilocaina poseen un mayor poder inhibitorio de

gérmenes ante los otros anestésicos locales del estudio.
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El resultado obtenido relacionado con el comportamiento de las cepas de
C albicans de nuestro estudio ante la aplicacion del anestésico a las 24 horas y

72 horas, arrojo el siguiente resultado:

En el tubo que contiene el anestésico al 5% se observo cero crecimiento
pudiéndose concluir que la Lidocaina en este porcentaje inhibié el crecimiento

de levaduras totalmente a las 24 horas.

Al observar el sembrado a las 72 horas de incubacion las apreciaciones
cambiaron sustancialmente bien sea por el tiempo de accién del anestésico

sobre el in6culo observandose cero crecimiento, en los tres tubos con Lidocaina.

Esto nos lleva a concluir que a mayor tiempo de contacto del anestésico
con el inéculo este actua produciendo la inhibicion del crecimiento de esta

especie.

TABLA N°5

COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS Candida tropicalis ANTE LA
APLICACION DEL ANESTESICO A LAS 24 HORAS Y A LAS 72 HORAS
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24 Horas 72 Horas
S M ++++ S M ++++
S.S ++++ S.S ++++
1% +++ 1% ++
2% ++ 2%0
5% 0 5% 0

Fuente: Departamento de Microbiologia Universidad de Carabobo

Segun estudios de (Quindos en el 2004) que investiga la resistencia
primaria de Candida tropicalis (34 cepas) frente a 5 — Fluorcitosina establece
que esta especie de levadura presenta resistencia. La cuél esta incrementandose

altimamente creando problemas invasivos.

En nuestra investigacion el comportamiento de esta especie fue parecido a
Candida albicans a las 24 horas la inhibicién de su crecimiento se evidencia en
el tubo que contiene el anestésico al 5% y alas 72 horas la inhibicion se inicia
en el tubo que contiene el anestésico al 2% vy al 5% concluyéndose que el
anestésico en concentracion de 1% no inhibe su crecimiento en ninguno de los
tiempos en estudio. Igual que los experimentos de Quindos esta especie se

muestra resistente a concentraciones bajas de Lidocaina.

TABLA N° 6

COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS Candida Pseudotropicalis ANTE LA
APLICACION DEL ANESTESICO A LAS 24 HORAS Y 72 HORAS

24 Horas 72 Horas
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S M ++++ S M ++++
S.S ++ S.S++
1%0 1%0
2%0 2%0
5%O0 5%0

Fuente: Departamento de Microbiologia Universidad de Carabobo

(Morera L y cols 2005) ensayaron para Candida y cryptococcus
neoformans varios tipos de antifUngicos Azolicos y determinaron que en 62

aislamientos clinicos las cepas estudiadas fueron sensibles.

En el estudio presente el efecto inhibitorio de la Lidocaina desde las 24
hasta las 72 horas y en todas las concentraciones se obtuvo un resultado de
inhibicién, lo cual nos permite inferir que tanto lo que experimenté (Morera L y cols
2005) y los resultados de esta investigacion evidencia que la Candida

pseudotropicalis es bastante sensible.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

En nuestro estudio de tipo experimental se obtuvo resultados sobre 30
cepas de levaduras totalmente identificados y agrupados de acuerdo a las
caracteristicas de las especies. Las cepas de levaduras revelaron un
comportamiento ante la Lidocaina en concentraciones al 1%, 2%, Y 5% de forma

variable. El Tiempo de exposicién ante la presencia del anestésico demostrd
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comportamientos y resultados diversos en cada una de las especies en cuestion
pues éste fue uno de los factores preponderantes en cuanto a la inhibicion del
crecimiento de las mismas. Podemos afirmar que en nuestro estudio las especies
de Candida pseudotropicalis y Candida parasilopsis comienzan su inhibicion a
las 24 horas en contacto con la Lidocaina en concentraciones al 1% (Candida
pseudotropicalis) y al 2% (Candida parasilopsis) a las 72 horas ambas son
inhibidas siendo estas las mas sensibles. En relacién a Candida albicans y
Candida tropicalis el efecto inhibitorio comienza a las 24 horas en la
concentracion del anestésico (Lidocaina) al 5% de aqui podemos concluir que
ambas cepas presentan una mas elevada resistencia al mismo necesitando un
mayor tiempo de accidn sobre ellas observandose a las 72 horas para Candida
albicans inhibicion total desde la concentracion al 1% y para Candida tropicalis
a partir de la concentracion al 2%. Para C glabrata el estudio presenta resultados
totalmente diferente en relacién al tiempo de accion de la Lidocaina ya que se
pudo observar que a las 24 horas de incubacién con el anestésico sobre ellas no
se logro ningun tipo de inhibicibn comenzando esta a las 72 horas desde la
concentracion del 1% permitiéndonos concluir que esta especie necesita un
mayor tiempo de contacto con la Lidocaina.

Lo anteriormente expuesto nos permite concluir de manera general que la
mayoria de las cepas de este estudio son susceptibles y/o sensibles a la accion
de inhibitoria de la Lidocaina al 1% y 2% a las 24 horas de incubaciéon y al
contacto con la misma a excepcion de la especie de Candida glabrata que

necesita mayor tiempo de contacto con el mismo para que esta sustancia ejerza
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un poder inhibitorio en su crecimiento siendo esta especie la encontrada en

segundo lugar de frecuencia en patologias en las cepas aisladas.

A través de la revision bibliografica que se realizo durante la investigacion,

no se encontraron suficientes estudios relacionados con el efecto inhibitorio de la

Lidocaina sobre diferentes microorganismos.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES

Utilidad Actual de las Pruebas de Sensibilidad a los Atifungicos:
En términos generales las pruebas de sensibilidad a los antimicrobiano y

otras sustancias ofrecen informacion para instaurar los tratamientos mas

adecuados asi mismos puede saberse si es necesario cambiarles cuando se
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identifica la especie  causante de la infeccion y aplicar una terapéutica
especifica ( Catalan My cols 2002.)

En el ambito de estudios de sensibilidad a los antifungicos existen
algunas evidencias fiables para recomendar terapias o para hacer cambios de

tratamiento.

Estudios epidemiologicos realizados en Espafia han demostrado que el
95% de las Candidemias se producen por especies sensibles in vitro, al
fluconazol, por lo que es correcto decir que el mismo puede emplearse como
tratamiento inicial de estas micosis. Por tanto las pruebas de sensibilidad a los

antifangicos tienen utilidad clinica.

Debe destacarse que las pruebas de sensibilidad a los antifungicos
pueden tener una mayor utilidad en determinados casos, como por ejemplo en
cepas procedentes de enfermos en los que se ha producido un fracaso
terapéutico, en cepas de enfermos que han recibido profilaxis antifugica previa y
en cepas pertenecientes, a especies poco frecuentes de las que se desconoce
su espectro de sensibilidad in vitro.

En estos casos, el estudio de sensibilidad puede ayudar ha elegir la mejor
alternativa farmacolégica y ofrecer informacion para aumentar la dosis o incluso

empezar una terapia combinada.

Por otra parte la vigilancia epidemiologica tiene un papel notable, ya que
gracias a ella puede conocerse el perfil de sensibilidad de las distintas
especies, su incidencia y establecer cuales son los tratamientos iniciales mas

adecuados.
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En General indicamos que estos estudios de sensibilidad de hacerse
deberian efectuarse en instituciones sanitarias que los realicen rutinariamente
con un control de calidad estricto y siguiendo una metodologia estandarizada
(NCCLS, NCCLS-LIKE o EUCAST). Los estudios de sensibilidad con métodos
comerciales pueden ser una alternativa para algunos laboratorios asistenciales ya

gue detectan resistencia a los azoles con bastante fiabilidad.

No obstante si se decide utilizar un método comercial deberia emplearse
técnicas con las que se han realizado estudios demostrandose una alta
reproducibilidad y que tienen una buena correlacion con los métodos de
referencia (ETST, Sensitive y ASTY) ademas se aconseja estudios comparativos
para evaluar la correlacién que existe entre el método comercial y los standares
en manos de cada laboratorio en particular. Otros métodos para el estudio de la
sensibilidad a los antifungicos a pesar de existir documentos estandarizan los
meétodos de estudio de sensibilidad “in vitro® de los hongos a diferentes agentes
antifungicos estos no subsanan del todo las necesidades de la rutina de los
laboratorios de microbiologia clinica (Cuenca-Estrella M y cols 2002. )

En lo que respecta a levaduras (Candida spp y cryptococcus
neoformans). El método (M27-A) sigue considerandose como de referencia pero
no parece ser el mas adecuado para todos los hongos ni para ser utilizado de

rutina en laboratorios de microbiologia clinica.

Por ello se sigue evaluando métodos alternativos, y entre los comercializados se

dispone tanto de métodos colorimétricos como no colorimétricos.

DEFINICION DE TERMINOS
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Actividad inhibitoria: prueba de sensibilidad. — Concentracion minima
inhibitoria (MIC): Se define como la concentracidon mas baja del farmaco que
inhibe el crecimiento de un microorganismo.

Fungistatico: Agente que inhibe el crecimiento de los hongos.

Fungicida: sustancia que destruye los hongos.

Ubicuo: que se encuentra al mismo tiempo en todas partes.

Agar Sabourau: Medio especifico para el aislamiento de hongos.

Caldo Sabourau: Medio liquido para el aislamiento de hongos.

Solucién patron (O suspension estandar): Solucién concentrada de
microorganismos.

Pipeta Automatica: instrumento de laboratorio para medir volumenes.
Nefelometro: Instrumento o aparato electronico que mide la densidad Optica de
una solucion.

Densidad 6ptica: cualidad de absorcidén luminica de una sustancia traslucida.
patrén Mc Farland: Suspension de particulas con concentracion conocida para
comparar y/o estandardizar suspensiones de microorganismos.

Siembra: estriado de microorganismos sobre medios de cultivos.

Placa de petri: material de cristaleria de (10 mm de diametro) para vertir
medios soélidos de cultivo.

Asa de platino calibrada: Instrumento de laboratorio utilizado para sembrar un
volumen conocido de bacterias (0,01 ml) la exactitud puede variar mas o
menos 50%.

Incubacién: mantenimiento de condiciones ambientales optimas, como
temperatura para el crecimiento de especies bacterianas y fungicas.

Cepa: grupo o estirpe de microorganismos como las levaduras, integradas por
descendientes de un aislamiento Unico en cultivo puro.

Metodologia estandardizada ( NCCLS): Comité Nacional para el control de

Estandares en el Laboratorio clinico.
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CEPAS DE LEVADURAS IDENTIFICADAS Y UTILIZADAS EN EL TRABAJO

N° | Codigo de Cepas | Nombre

1 | Cepa 106 Candida albicans

2 | Cepa 107 Candida albicans

3 |Cepa28c Candida albicans

4 | Cepa?23\23 Candida parasilopsis
5 | Cepa4\4 Candida parasilopsis
6 |Cepall Candida glabrata

7 | Cepab5\44 Candida parasilopsis
8 |Cepal2 Candida parasilopsis
9 | Cepa 8\10 Candida glabrata

10 | Cepa 15\59 Candida parasilopsis
11 | Cepa 16\ 27 Candida pseudotropicalis
12 | Cepa 20\32 Candida glabrata

13 | Cepa 17\67 Candida parasilopsis
14 | Cepa24\24 Candida parasilopsis
15 | Cepa 7\3 Candida glabrata

16 | Cepa 22\3 Candida albicans

17 | Cepa 102 Candida albicans

18 | Cepa 13\29 Candida glabrata

19 | Cepa 19\20 Candida parasilopsis
20 | Cepa 35 Candida albicans

21 | Cepa 15 Candida glabrata

22 | Cepa 10 Candida glabrata

23 | Cepa 59 Candida glabrata

24 | Cepa 103 Candida albicans

25 | Cepa 14\29 Candida glabrata

26 | Cepa 43 Candida parasilopsis
27 | Cepa 2\15 Candida parasilopsis
28 | Cepa 14\87 Candida tropicalis
29 | Cepa 13 Candida albicans

30 | Cepa 30 Candida tropicalis
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DENSIDAD OPTICA OBTENIDA EN EL NEFELOMETRO

CEPA ABSORBANCE
Candida albicans 0.041-0.0039
Candida albicans 0.033-0.034
Candida albicans 0.0356-0.367
Candida albicans 0.0143-0.0136
Candida albicans 0.039-0.039
Candida albicans 0.042-0.043
Candida albicans 0.046-0.046
Candida albicans 0.073-0.066
Candida parasilopsis 0.040-0.039
Candida parasilopsis 0.001-0.001
Candida parasilopsis 0.076-0.069
Candida parasilopsis 0.054-0.042
Candida parasilopsis 0.042-0.043
Candida parasilopsis 0.022-0.021
Candida parasilopsis 0.001-0.002
Candida parasilopsis 0.350-0.206
Candida parasilopsis 0.040-0.042
Candida parasilopsis 0.061-0.063
Candida glabrata 0.069-0.069
Candida glabrata 0.060-0.078
Candida glabrata 0.045-0.045
Candida glabrata 0.001-0.000
Candida glabrata 0.001-0.001
Candida glabrata 0.043-0.047
Candida glabrata 0.001-0.001
Candida glabrata 0.055-0.057
Candida glabrata 0.002-0.002
Candida tropicalis 0.046-0.47
Candida tropicales 0.058-0.059
Candida tropicalis 0.071-0.72
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Fig ll.3. Estructura quimica de ios anestésiccs [ocajes (Fuente Florez,
J., 2001). |



Clasificacién

Duracion de 1a acclon

Via de administracion

Tipo Ester

Procaina Corta Parenteral
Tetracaina Larga Parenteral
Benzocaina — Topica
Cocaina Media Parenteral
Tipo Amida

Lidocaina Media Parenteral
Mepivacaina Media Parenteral
Prilocaina Media Parenteral
Bupivacaina Larga Parenteral
Etidocaina Larga Parenteral

te: Katzung, B, 2002).

Tabla I1.4. Clasificacién de los anestésicos Jocales Y propiedades. (Fuen-
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