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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo principal evaluar la
eficacia in vitro de colutorios preventivos contra la mucositis de pacientes
oncoldgicos durante y después de la quimioterapia en el Hospital Carlos
Alberto Seguin Escobedo, para ello se trabajé con muestras bucofaringeas

provenientes de siete pacientes oncoldgicos.

Para iniciar la investigacion en primer lugar se coordin6 con el
director de la Institucion de Salud para que brinde los permisos respectivos y
con ello se de viabilidad al presente estudio. Con el asentimiento de la

direccién del hospital se ejecuté el estudio.

Posteriormente se formuld un colutorio a dos concentraciones que
se denominé al 100% y 50%, conteniendo nistatina 1.2 y 0.6g por 100ml de
colutorio y cotrimoxazol expresado en sulfametoxazol a 240mg y 120mg por
cada 100ml de colutorio para ambas concentraciones respectivamente. A estos

colutorios ademas se les afiadié excipientes que mejoren su palatibilidad.

Se procedio al recojo de muestras de la cavidad bucofaringea
mediante enjuague con agua destilada estéril, que fueron depositadas en caldo
peptonado estéril para los estudios de identificacion y evaluacion posteriores.
Este proceso se realizd antes y después de que los pacientes reciban su

tratamiento antineoplasico.

A partir de las muestras de la cavidad bucofaringea se procedio a la
siembra de los microrganismos presentes, para determinar su nimero asi como
la identificacion de los mismos. En las muestras provenientes antes del

tratamiento antineoplasico fue posible el conteo de microorganismos, a
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diferencia de las muestras despues del tratamiento antineoplasico, en donde el
ndmero de colonias fue abundante. Se identific6 como microrganismos

patdgenos a cepas de Streptococcus y Candida albicans.

Para la evaluacion de la eficacia antimicrobiana de los colutorios en
primer lugar se realiz6 la determinacion de la sensibilidad en muestras
provenientes de pacientes antes y después de su tratamiento antineoplasico, en
ambos casos el colutorio al 100 y 50% mostro eficacia ya que los

microrganismos fueron sensibles, con halos mayores a 16 mm.

Antes del tratamiento quimioterdpico la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del colutorio con nistatina y cotrimoxazol fue de 24000
Ul/ml y 0.48mg/ml respectivamente, por otra parte la concentracion fungicida
minima (CFM) para la nistatina fue también de 24000 Ul/ml, no observandose
concentracion bactericida minima (CBM) para el cotrimoxazol. Después de
recibir el tratamiento antineoplasico la CMI fue de 0.48mg/ml y de 36000
Ul/ml para el antibacteriano y antimicético respectivamente; la CFM para la
nistatina fue de 36000 UI/ml, tampoco se observé CBM para el cotrimoxazol.
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ABSTRACT

This research has as main objective to evaluate the in vitro efficacy
of preventative mucositis mouthwash cancer patients during and after
chemotherapy in Hospital Carlos Alberto Seguin Escobedo, for it we worked
with oropharyngeal cancer samples from seven patients.

To start the first research was coordinated with the director of the
Institute of Health to provide the respective permits and thereby the present
feasibility study. With the consent of the hospital management study was
carried out.

Subsequently, a mouthwash at two concentrations was called 100%
and 50%, containing 1.2 nystatin and 0.6g per 100ml mouthwash and
expressed cotrimoxazole 240mg and 120mg sulfamethoxazole per 100 ml of
mouthwash for both concentrations was formulated respectively. These rinses

were further added excipients that will improve their palatability.

We proceeded to gather samples of oropharyngeal cavity by rinsing
with sterile distilled water, which were deposited in sterile studies of
identification and subsequent assessment peptone broth. This process was

performed before and after patients receive their cancer treatment.

From samples of oropharyngeal cavity he proceeded to the planting
of the microorganisms present, to determine the number and identification of
the same. In samples from before cancer treatment possible counting

microorganisms, unlike the samples after the cancer treatment, where the
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number of colonies was abundant. It was identified as pathogens Streptococcus

and Candida albicans microorganisms.

For the evaluation of the antimicrobial efficacy of the mouthwash
first determining sensitivity mouthwash 100 and 50 was performed on samples
from patients before and after cancer treatment, both% showed effectiveness as

microorganisms were sensitive, with greater than 16 mm halos.

Before chemotherapy the minimum inhibitory concentration (MIC)
of nystatin mouthwash and cotrimoxazole was 24,000 1U / ml and 0.48mg / ml
respectively, on the other hand the minimum fungicidal concentration (MFC)
for nystatin was also 24,000 IU / ml not observed minimum bactericidal
concentration (MBC) to cotrimoxazole. After receiving cancer treatment CMI
was 0.48mg / ml to 36,000 1U / ml for antibacterial and antifungal respectively;
CFM for nystatin was 36,000 IU / ml, CBM also observed for cotrimoxazole.
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INTRODUCCION

En los servicios de Oncologia de algunos hospitales como por
ejemplo el Hospital Nacional Guillermo Almenara Irrigoyen se utiliza el uso
empirico de un colutorio elaborado mezclando una solucién de nistatina, una
suspension oral de cotrimoxazol, un gel de lidocaina todo completado a un litro
con agua destilada y es entregado a cada paciente oncoldgico en frascos. Como
es de suponer esta forma de preparacion que incluye a un gel tépico no guarda
ninguna relacién con la preparacion de preparaciones liquidas orales incluso a
nivel magistral, por lo que resulta importante elaborar un colutorio siguiendo
los procedimientos estandarizados de formulacion magistral por un lado, y por
otro la evaluacion de su eficacia a fin de elaborar con la cantidad minima eficaz

de insumos activos.

La presente tesis que se presenta formulo y evalué un colutorio con
componentes minimo eficaces bajo un estudio in vitro con resultados positivos
que habilita a estudios clinicos posteriores lo que contribuye mucho sobre la
eficacia real conocida como medicina basada en la evidencia. De este modo los
pacientes oncoldgicos que reciben quimioterapia y que tiene como rémora
inevitable la mucositis dispondran de un colutorio validado cientificamente,
ademas, los departamentos de formulacion magistral de los hospitales de
nuestro pais contaran con una nueva férmula magistral para ser administrada

en este tipo de pacientes.

Los estados de inmunodepresion se caracterizan por alteraciones en
la inmunidad fagocitica, humoral o celular que condicionan un elevado riesgo

de presentar complicaciones infecciosas 0 procesos oportunistas tales como
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enfermedades linfoproliferativas o neoplasias. Los defectos en estas lineas de
defensa pueden aparecer de forma aislada o combinada en forma de
inmunodeficiencia primaria o0 secundaria a enfermedades malignas vy
tratamiento antineoplasico, infecciones sistémicas (p. ej. por el virus de la
inmunodeficiencia humana-VIH) o administracion de inmunosupresores. En
las Gltimas décadas se ha producido un significativo aumento en el nimero de
pacientes inmunodeprimidos como consecuencia de trastornos adquiridos de la
inmunidad, debido  fundamentalmente al empleo de farmacos
inmunosupresores, tanto en el tratamiento antineoplasico como en la profilaxis
del rechazo en los trasplantes, que alteran uno o mas componentes del sistema
inmune. Las complicaciones infecciosas producen una elevada morbilidad y
mortalidad en el huésped inmunocomprometido, desplazando en muchas
ocasiones a la enfermedad de base como causa de muerte, aunque los progresos
realizados en los Ultimos afios en lo referente a la profilaxis y el tratamiento de
estas complicaciones estd permitiendo una reduccion en las tasas de
mortalidad.

A través de un colutorio evaluado se podra disminuir estas
complicaciones y mejorar incluso el estilo de vida del paciente ya que la
mucositis contribuye con la disfagia, que desalienta el consumo de alimento y a
la larga la recuperacion del paciente se torna dificil, es por ello que mediante el
presente trabajo de investigacion se pretende también disminuir estas
infecciones oportunistas de la cavidad orofaringea en pacientes

inmunodeprimidos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la eficacia in vitro de colutorios preventivos contra la mucositis de
pacientes oncoldgicos antes y después de la quimioterapia en el Hospital
Carlos Alberto Seguin Escobedo de Arequipa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener muestras de la mucosa orofaringea de pacientes oncoldgicos durante
y después de la quimioterapia en el Hospital Carlos Alberto Seguin Escobedo

de Arequipa.

e |dentificar microorganismos patdgenos causantes de mucositis en muestras de
la mucosa orofaringea de pacientes oncologicos durante y después de la

quimioterapia en el Hospital Carlos Alberto Seguin Escobedo de Arequipa.

e Formular una forma farmacéutica liquida de aplicacion topica oral (colutorio)

con activos antimicaticos, antibacterianos y anestésicos.

e Determinar la sensibilidad de microrganismos causantes de mucositis frente a
formulaciones de colutorios a distintas concentraciones de activos

antimicético y antibacteriano.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria y concentracion bactericida
minima de formulaciones de colutorios a distintas concentraciones de activos

antimicotico y antibacteriano.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM o DE SANA MARIA

HIPOTESIS

Dado que segln personal y enfermos oncologicos existen resultados
positivos del uso preventivo empirico de colutorios con nistatina, cotrimoxazol y
xilocaina en pacientes con mucositis infecciosa del Hospital Nacional Guillermo
Almenara Irigoyen, es probable que mediante un estudio in vitro se observe una
eficacia antimicrobiana sobre muestras orofaringeas de un colutorio formulado con

estos activos en pacientes oncolégicos del Hospital Carlos Alberto Seguin Escobedo.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. MUCOSITIS

Complicacion producida por algunas terapias contra el cancer en la que el
revestimiento del aparato digestivo se inflama. Se observa a menudo en las llagas de

la boca.

La gravedad de la mucositis es dosis dependiente y se relaciona con el tipo de
tratamiento. Las manifestaciones clinicas mas precoces aparecen a los 5-7 dias tras
finalizar el tratamiento y consisten en un eritema difuso de superficie mucosa del
paladar blando, cara ventral de la lengua y suelo de la boca. Posteriormente se
acompafia de placas blanguecinas de descamacién, sobreelevadas y aisladas,
levemente dolorosas al contacto presural. Mas adelante se objetiva el desarrollo de
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pseudomembranas extensas, contiguas, muy dolorosas y con disfagia asociada. Esta
membrana es susceptible de sobreinfecciones por bacterias, virus u hongos, lo que
puede exacerbar la mucositis y favorecer el desarrollo de infecciones sistémicas.
Otra complicacion de estos pacientes es la posibilidad de hemorragias, especialmente
si se acompafia de trombocitopenia.

La duracién de una mucositis postquimioterapia va de unos dias a dos o tres
semanas, mientras que la debida a radioterapia puede prolongarse hasta seis semanas.

Pese a la existencia de varios sistemas de graduacion de la mucositis, el mas utilizado
es el propuesto por el National Cancer Institute (NCI) que se basa en una escala

numeérica del 0 al 4.

Grado 0 No mucositis

Grado 1 Eritema, dolor moderado y ulceras no dolorosas

Grado 2 Eritema con edema y Ulceras dolorosas pero que permiten la ingesta
oral

Grado 3 No es posible la ingesta oral

Grado 4 Requiere soporte enteral o parenteral

1.1.1.PREVENCION DE LA MUCOSITIS

Existen tres razones que obligan a extremar la prevencion de la mucositis en el

paciente oncolégico:

a. Podrian alterarse la distribucion y excrecion de un determinado
quimioterapico por las mucosas: el objetivo seria reducir la exposicion del citotoxico

a las mucosas afectas.

b. Podria modificarse la capacidad proliferativa de las células epiteliales de la
mucosa: resulta extremadamente Gtil, pues se ha visto que la proliferacion de la capa

basal se correlaciona con la susceptibilidad de la mucosa a la quimioterapia.
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C. La reduccion de la infecciones y de las complicaciones inflamatorias podrian
reducir tedricamente la mucositis debido a que la presencia de microorganismos

puede contribuir indirectamente al proceso inflamatorio.

Se han propuesto varios agentes para la prevencion de la mucositis (alopurinol, beta-
carotenos, corticoides, crioterapia oral, G-CSF, GM-CSF, polimixina B, Anfotericina
B, nitrato de plata y sucralfato); la inmensa mayoria no ha demostrado su eficacia en
comparacion con el placebo, pero en otros existen datos contradictorios o
insuficientes, respecto a su papel profilactico de esta complicacion.

1.1.2TRATAMIENTO DE LA MUCOSITIS

El tratamiento de la mucositis oral incluye medidas generales, como la higiene oral y
la modificacion de la dieta, anestésicos locales, topicos y analgésicos sistémicos,
ademas de otros productos actualmente en experimentacion. )

1.1.2.1 Higiene oral

Los pacientes deben cepillarse los dientes suavemente dos o tres veces al dia con un
cepillo de cerda blanda y un dentifrico fluorado. Deben hacerse colutorios cada 4
horas con una solucion de suero salino diluido y bicarbonato sédico (media
cucharadita de sal y otra media de bicarbonato sédico en un vaso de agua caliente).
Se ha visto que este procedimiento suele ser calmante, aunque no ha sido evaluado
formalmente. Estas recomendaciones no han sido validadas en ensayos clinicos, pero

de manera intuitiva parece razonable recomendarlos.

1.1.2.2 Dieta
Debe limitarse a comidas que apenas requieran masticacion. Hay que evitar los
alimentos que irriten quimica 0 mecanicamente las mucosas, incluidos los acidos,

picantes, salados, o asperos o secos. ")
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1.1.2.3 Medidas farmacologicas
Se han utilizado muchos productos para el tratamiento del dolor inducido

por la mucositis, sin embargo son pocos los que se han mostrado eficaces.

1.1.2.3.1 Anestésicos tépicos

Los anestésicos locales, como cocaina, lidocaina viscosa y clorhidrato de
diclonina, proporcionan alguna anestesia pero su efecto apenas dura unas horas.
Ademas, la cocaina tiene un alto poder de adiccion. Se ha visto que estos agentes
alteran la percepcién del gusto, lo que puede suponer una interferencia de ingestién
de los alimentos. Otros analgésicos efectivos en la practica clinica, que sin embargo
no cuentan con estudios son Kaopectate, difenhidramina, Orobase y Oratect Gel. &7

1.1.2.3.2 Analgésicos sistémicos

Pueden resultar Gtiles cuando fracasan los anestésicos locales. No es raro
el empleo de analgesia de tercer escalon en pacientes con mucositis
postquimioterapia o postradioterapia. La via de administracion de opioides es
preferentemente la subcutanea o la intravenosa, evitando los nuevos preparados de

liberacién répida transmucosa.

1.1.2.3.3 Sucralfato

Es una sal de aluminio de sacarosa de ocrasulfato utilizada con resultados
satisfactorios en el tratamiento de Ulceras gastrointestinales. EI mecanismo de accién
consistiria en la formacion de una unién iénica con las proteinas presentes en un area
ulcerada, lo que generaria una barrera protectora. Dos ensayos clinicos demostraron
una reduccion significativa del edema, el eritema, la erosion y la ulceracion en 23
pacientes evaluables de los 40 tratados con cisplatino y 5-FU en infusién continua.
Se ha realizado un estudio de fase Il que compar6 el efecto del sucralfato frente a
una solucién con Benadryl Maalox y lidocaina en el tratamiento de la mucositis por
quimioterapia. Se observo un alivio del dolor similar con dos tratamientos, pero
mayor disminucion de la gravedad de la mucositis con el sucralfato respecto a la

solucién anteriormente descrita. El efecto beneficioso del sucralfato se extiende a la

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

radioterapia. Un estudio que evaluaba el efecto de este antidcido en pacientes con
tumores de cabeza y cuello tratados con radioterapia demostr6 una reduccién
significativa del dolor de la gravedad de la mucositis respecto al placebo. Sin
embargo, hay estudios con resultados negativos. Uno compard el efecto del
sucralfato frente a enjuagues con sales de sodio en la duracion de la mucositis
inducida por radioterapia en pacientes con tumores de cabeza y cuello y no se

observé diferencias significativas entre ambos. ©”

1.1.2.3.4 Esteroides

Se han ensayado los colutorios de betametasona en el tratamiento de la
mucositis postiquimiorradioterapia con reduccion en el nimero de Ulceras y mejoria
del dolor. Un estudio randomizado evalué la eficacia de la prednisona en la
reduccion del periodo de mucositis inducida por la radioterapia de tumores de cabeza
y cuello. La administracion de 40mg/dia de prednisona durante la radioterapia
consiguié disminuir de forma significativa la duracién de la mucositis oral respecto

al brazo en tratamiento con placebo. &7

1.1.2.3.5 Vitaminas

La vitamina E es una agente natural antioxidante que estabiliza las
membranas de las células epiteliales y se ha visto eficaz en el tratamiento de la
gingivitis herpética. Su utilidad se ha confirmado en ensayos aleatorizados en
pacientes con mucositis postquimioterapia, donde se ha demostrado que la
administracion de vitamina E a este tipo de pacientes reducia significativamente la
duracion de las lesiones. Un estudio reciente ha demostrado que la administracion de
vitamina E durante el tratamiento con radioterapia, produce una reduccion de la

duracién de la gravedad de la mucositis inducida por ésta. ¢ "

Respecto a los B-carotenos, son un precursor de la vitamina A Util en la
regresion de la leucoplasia oral. Se han realizado estudios con esta sustancia en el
tratamiento de la mucositis inducida por quimioterapia y se ha observado una
reduccidén del dolor y del tiempo de duracion de esta complicacion.
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1.1.2.3.6 Nitrato de plata
Se ha empleado fundamentalmente en las mucositis postradioterapia.

Estudios de profilaxis de mucositis en pacientes tratados con esta sustancia han
demostrado una reduccidn significativa de la gravedad de la mucositis cuando se

administraba tépicamente sobre la mucosa irradiada. © "

1.2. ESTREPTOCOCOS

1.2.1. MORFOLOGIA

Los estreptococos son bacterias grampositivas, de formas esférica u
ovoide que miden menos de 2um de diametro. Se agrupan en pares o en cadenas,
cuyas longitudes varian segin las especies y estan condicionadas por factores

ambientales. Son inmdviles y no forman esporas. 2

Algunas especies elaboran capsulas, constituidas por polisacaridos como
en el caso de los neumococos o por acido hialurénico como en algunas cepas de los
grupos A, By C. 632

Estas estructuras impiden la fagocitosis y se observan con mayor

facilidad en cultivos muy joévenes.

No son productores de catalasa y son oxidasa negativa. Con excepcion
del Streptococcus pneumoniae, no son solubles en bilis y la mayoria de las especies

no lictan la gelatina.

La especie Streptococcus pneumoniae (neumococo) es similar a las otras
especies del género Streptococcus en lo que se refiere a su metabolismo fermentativo
y en que el &cido lactico es el producto final predominante; pero se presentan como
diplococos grampositivos lanceolados y agrupados en cadenas, fundamentalmente

cortas.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

1.2.2.CULTIVO

Los requerimientos nutricionales varian con las distintas especies. La
mayoria, y principalmente las patégenas al hombre, son exigentes en sus
requerimientos y necesitan péptidos, purinas, pirimidina y vitaminas. Con el fin de
obtener un mejor crecimiento de las cepas de estas especies de estreptococos, los
medios de cultivo se enriquecen con sangre o con liquidos histicos diversos. La
mayoria de las especies son anaerobias facultativas y obtienen la energia, sobre todo,
por utilizacion de azucares. Algunas especies requieren la adicién de un 5 a 10% de
dioxido de carbono para crecer e incrementar su hemdlisis y otras son anaerobias

estrictas. 4¢3

La temperatura éptima de crecimiento es alrededor de 37°C, aunque las

temperaturas maximas y minimas varian segun la especie.

1.2.3.ESTRUCTURA ANTIGENICA

Es variada y compleja. Su estudio resulta de gran importancia para la
microbiologia clinica, pues pocas veces el hombre se enfrenta a bacterias con
estructura antigénica tan compleja y con produccion de diversas sustancias

extracelulares. @6 %%

Con el conocimiento de estas estructuras se comprenden eventos
relativos a su patogenia y nos permite una mejor interpretacion de los resultados de

laboratorio de microbiologia clinica.

En una presentacion estereoquimica de una célula de la especie tipo
(Streptococcus pyogenes) encontramos a la capsula constituida por acido hialurénico,

como la estructura mas externa.

Hacia el interior de la célula se halla la pared bacteriana, cuya
composicion es la tipica de las bacterias gram positivas, constituida basicamente, por
peptidoglucano, &cido teicoico, una gran variedad de hidratos de carbono y de
antigenos proteicos de superficie. Estad cubierta de protusiones de tipo piloso o

fimbrias formadas por los antigenos proteinicos M, T y R, y por acido lipoteicoico.
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Las proteinas R y T son marcadores epidemiolégicos muy Utiles, pero se
desconoce su funcion bioldgica. El &cido lipoteicoico facilita la adherencia de los
estreptococos a las mucosas. La proteina del grupo M es un destacado factor de

virulencia y se ha logrado identificar 80 serotipos antigénicos. ®° 32

El factor de opacidad del suero (FO o SOF) es una enzima especifica de
tipo, asociada antigénicamente a ciertos serotipos de proteinas M, que produce
opacidad en los sueros de distintas especies de mamiferos. Actualmente se reconocen
alrededor de 27 tipos que producen el factor de opacidad.

El polisacarido C es otro constituyente esencial de la pared
estreptocdccica, cuya estructura antigénica es determinante de los grupos
seroldgicos.

Mas internamente se encuentra la membrana citoplasmatica, este ultimo
con un complejo conjunto de nucleoproteinas, algunas dotadas de actividad
enzimatica. Los antigenos de estas estructuras no son utilizados en la actualidad en la
clasificacion ordinaria de los estreptococos. ¢%?

Los Streptococcus pneumoniae tienen sus peculiaridades en cuanto a su
estructura antigénica. El polisacarido capsular es inmunolégicamente diferente para
cada uno de los 84 tipos existentes. Su porcion somatica contiene una proteina que es
caracteristica de cada tipo y un carbohidrato que es comin para todos los

Neumococos.

Figura N°1: Amigdalitis estreptococica (Streptococcus pyogenes) con eritema intenso
en la faringe y presencia de exudado amarillo-cremoso
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1.2.4.CLASIFICACION DE LOS ESTREPTOCOCOS

Por razones esencialmente practicas y con vista a facilitar el diagndstico
desde el enfoque de la microbiologia clinica, Rotta y Fachlam propusieron que los
gérmenes del género Streptococcus se dividan en dos cateorfas: 32

a. Los estreptococos B-hemoliticos, los cuales, salvo excepciones, son
clasificados en grupos segun el sistema de Lancefield.

b. Los estreptococos a-hemoliticos y no hemoliticos, que pueden pertenecer
a grupos de Lancefield o no.

En la actualidad, en el campo de la microbiologia médica se tiende a
sefialar la clasificacion de aquellos estreptococos de interés médico, con un analisis

de las propiedades antes sefialadas: *¢ %2

e Streptococcus pyogenes: son B-hemoliticos y poseen antigenos del grupo
A. Son susceptibles a la bacitracina y producen hidrélisis de |-
pirrolidonil-2-naftilamida. Tienen dos tipos seroldgicos.

e Streptococcus agalactiae: son B-hemoliticos, con una zona de hemdlisis
muy estrecha y, en algunas ocasiones, con una hemolisis de doble zona.
Hidrolizan el hipurato de sodio, dan respuesta positiva a la prueba de

CAMP y la mayoria de cepas son resistentes a la bacitracina.

e Streptococcus bovis: son a-hemoliticos 0 no son hemoliticos. A veces se
clasifican como viridans. Proliferan en presencia de bilis, hidrolizan la
esculina, no crecen el NaCl al 6.5%, generalmente CAMP positivos y

fermentan lactosa.

e Streptococcus grupo C y G: son B-hemoliticos con una zona de -
hemdlisis mas grande que la del grupo A. Se puede realizar el diagndstico
presunsivo probando su sensibilidad frente a discos con cotrimoxazol, su
resistencia a la bacitracina y la no hidrolisis de hipurato; la prueba de
CAMP resulta negativa, no fermentan el sorbitol. Se identifican por

reacciones con inmunosueros especificos.

e Streptococcus pneumoniae: son o-hemoliticos son sensibles a la

optoquina y son solubles en bilis y en sales biliares.
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e Streptococcus viridans: son a-hemoliticos (de aqui su nombre viridans).
La optoquina no inhibe su crecimiento y las colonias no son solubles en
bilis ni sales biliares. No hidrolizan esculina ni hipurato, son CAMP
negativos, no crecen en caldo con NaCl al 6.5%. Algunas cepas son

sensibles a la bacitracina. 1632

e Streptococcus nutricionalmente variantes: suelen ser a-hemoliticos y
algunos no hemoliticos. Se han conocido como estreptococos deficientes
nutricionalmente, estreptococos dependientes de piridoxal, estreptococos
satélites y con otras denominaciones. Requieren cisteina o las formas
activas de la vitamina B6 (piridoxal o piridoxamina). Pueden sembrarse
estrias de estafilococos sobre la placa de agar sangre para lograr el
crecimiento de estos estreptococos en forma de satelitismo.

e Streptococcus anaerobios: producen hemolisinas de modo variable.
Proliferan solamente bajo condiciones anaerobias. ‘%2

1.3. CANDIDA ALBICANS

El género Candida pertenece a la clase Deuteromycetes o Fungi
imperfecti (hongos imperfectos), familia Cryptococcaceae. Destacan como
patogenos del hombre las siguientes especies de Candida: C.albicans,
C.guillermondii, C.krusei, C.parapsilosis, C.stellatoidea, C.tropicalis,
C.pseudotropicalis, C.lusitaniae y C.rugosa; siendo la primera la que se aisla con
mas frecuencia. La especie C.albicans tiene celulas de morfologia oval, usualmente
acompafiadas por estructuras tubulares (pseudohifas) con estrechamiento en los

tabiques de los que salen ramificaciones.

Las especies de Candida son parasitos humanos o animales en los que
viven en estados saprofitico; la cavidad bucal y el resto del tracto gastrointestinal. Un
tratamiento energético con antibioticos, por ejemplo, conlleva en ocasiones la
destruccion de la flora bacteriana comensal, por lo que Candida puede multiplicarse

intensamente en este nicho ecolégico. %32
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1.3.1.PATOGENIA

La forma méas comin de candidiasis es la infeccion de la piel y de las
mucosas. En los tejidos afectados, el hongo se detecta en su forma levaduriforme y
micelial. El carécter invasivo de este ultimo viene dado por la mayor facilidad de las

hifas para penetrar en los tejidos y su mayor resistencia a la fagocitosis. *° 32

El fendmeno de la adherencia, fase previa a la colonizacion e invasion,
parece de suma importancia, habiéndose demostrado la capacidad de adherencia de
C.albicans a las células epiteliales de la boca y de la vagina, a las células endoteliales
y coagulos sanguineos. Una vez que el microorganismo invade los tejidos o penetra
en el torrente circulatorio, los polinucleares, monocitos, macrofagos y eosinéfilos
actian como mecanismo de defensa. Por lo que se refiere a la respuesta inmune de
base humoral, la 1gG y otros componentes del suero ejercen una accién opsonizante
sobre C.albicans.

Los factores predisponentes mas importantes para la infeccion por
hongos oportunistas son la implantacién de protesis; sobre todo valvulas cardiacas,

las intervenciones quirtrgicas abdominales y las quemaduras graves. % 32

1.3.2.MANIFESTACIONES CLINICAS

Las infecciones por C.albicans se pueden dividir en tres grupos. En el
primero la localizacion es exclusivamente cutaneomucosa. El segundo esta
constituido por la candidiasis sistémica. El tercer grupo comprende a los pacientes

con candidiasis cutaneomucosa cronica, variedad infrecuente de candidiasis. % 32

1.3.2.1 Candidiasis cutaneomucosas
e Intertrigo: El intertrigo candidiasico afecta a los pliegues genitocrural,
submamario, axilar, intergluteo, auricular y espacios interdigitales de

manos Y pies. La erupcion es vesiculopustulosa.

e Oniquia y paroniquia: Se trata de una erupcion ungueal con tendencia a

la cronicidad que puede afectar a varios dedos. El &rea afectada aparece
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tumefacta, con retraccion del pliegue ungueal posterior a la lunula y las

ufias se tornan fragiles, gruesas y con surcos transversales.

e Erosion interdigital: La erosion interdigital se origina en relacion con la
paroniquia. El tercer espacio interdigital es el que se afecta con mas
frecuencia. La lesién tipica es de color rojo brillante, con un borde

caracteristico en el que se aprecian escamas.

e Candidiasis oral: La candidiasis oral o muguet -constituye la
manifestacién clinica mas comin de la infeccién por C.albicans. La
mucosa vaginal en el embarazo, asi como la oral en el recién nacido,
tienen un pH anormalmente bajo, considerado un factor predisponente
para el crecimiento del hongo. El aislamiento de C.albicans en la boca de
un lactante, incluso en ausencia de lesiones aftosas, tiene valor
diagndstico y, en estos casos, es de prever la presentacion clinica de la
infeccion en un espacio corto de tiempo. Suele adquirirse por contagio
desde la vagina materna, pero también puede proceder de biberones
infectados y de la piel de personas del entorno. Las lesiones consisten en
manchas blanquecinas en las mucosas bucal, lingual y gingival. Las
lesiones contiguas coalescen para formar grandes areas de aspecto

cremoso en el paladar, amigdalas y faringe.

e Candidiasis esofagica: En el nifio suele ser consecuencia de la extension
de una candidiasis oral, mientras que en el adulto se suele presentar
asociada al tratamiento con antibioticos, corticoides, farmacos
antituberculosos, radiaciones, etc., asi como en los enfermos diabéticos y
en pacientes con sida. Las lesiones esofagicas cursan con formacion de
pseudomembranas blanquecinas, adheridas a la mucosa, acompariadas de
signos inflamatorios y, en ocasiones, las lesiones ulceran. Los pacientes

refieren sensacion dolorosa al deglutir y dolor subesternal.

e Vaginitis y vulvovaginitis: EI embarazo, la diabetes y la terapia antibiotica
0 con corticoides predisponen a esta infeccion, que se caracteriza por
exudacion blanca o amarillenta. El prurito suele ser intenso y el area
genital aparece inflamada, enrojecida y tumefacta.
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e Balanopostitis: Se presenta en pacientes diabéticos o en varones
contagiados por su pareja. Comienza en el surco balanoprepucial y se
manifiesta por la aparicion de un eritema vesicular en el pene, a veces
ulcerado, que evoluciona originando placas similares al muguet, con

afectacion del glande y del prepucio.

e Otras candidiasis cutaneomucosas: La queilitis 0 boqueras es una lesion
bilateral de la comisura de los labios. Se trata de multiples fisuras, a veces
recubiertas de costras, situadas en los dngulos de la boca.

La glositis candidiasica (principalmente en los ancianos) se caracteriza
por una lengua lisa, roja y reluciente, con las papilas atrofiadas. “®*?

La foliculitis de la barba es la invasion por parte del hongo de los
foliculos pilosos de la barba, dando origen a una foliculitis pustuloeritematosa.

Puede dar una otitis aguda, con afectacion preferente del oido medio,
acompafiado de clinica habitual.

La candidiasis perianal o escrotal se produce asociado o independiente a
una candidiasis genital; puede tratarse de un eritema inespecifico, hasta una necrosis

superficial y denudacion de los margenes del ano.

La dermatitis de pafial puede ser causada, aparte de otros
microorganismos, por Candida, debido a las condiciones de humedad, maceracion,
etc. Se caracteriza por pustulas subcorneas de borde irregular festoneado y lesiones

satélites de menor tamafio. ¢ %)
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Figura N°2: Esofagitis por Candida. Vista endoscpica mostrando extensas areas de
exudado blanquecino.

1.3.2.2 Candidiasis mucocuténea cronica
Es infrecuente y se caracteriza por el desarrollo, casi siempre en la

infancia, de una infeccién cronica diseminada que afecta la piel, las ufias y las

mucosas.

Las lesiones cutaneas son indoloras, tienden a localizarse en las
extremidades superiores, respetando el tronco. Las lesiones son rojizas, elevadas,
descamativas y de contorno sinuoso. La hinchazén cronica del pliegue ungueal con
engrosamiento de la ufia y fragmentacion del lecho conduce a intensas lesiones
distroficas. Puede presentarse asociada a un sindrome de inmunodeficiencia, como el
sindrome de DiGeorge (ausencia congénita de timo y paratiroides), algunas
gammaglobulinemias y en el déficit combinado de células T y B con defecto
predominante de células T.

1.3.2.3 Candidiasis sistémica

Es la presencia del microorganismo en el torrente circulatorio
(fungemia), con o en ausencia de invasion histica. Si ademas la fungemia coexiste
con manifestaciones de infeccion organica, se trata de una infeccion diseminada o

profunda. 632

En la presentacion de una candidiasis sistéemica influye cualquier
circunstancia que comprometa la inmunocompetencia del huésped. Por otra parte, el
cancer, la insuficiencia renal y la diabetes facilitan, asimismo, la diseminacion de una
micosis. El tratamiento antibiotico intensivo es uno de los factores favorecedores
mas destacado. Todo ello favorece la colonizacion e invasion de la mucosa digestiva
por Candida, que se adhiere a los receptores de las células epiteliales, donde se
constituye el punto de partida de la diseminacion hematégena. Las intervenciones
quirurgicas mayores del tracto digestivo alteran la barrera digestiva. Otro factor de

riesgo es la presencia de cuerpos extrafios, como catéteres y sondas. ¢¢%?

Las candidemias de origen enddgeno estan originadas por C.albicans;
mientras que en las exdgenas se han aislado otras especies.
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El cuadro clinico de una fungemia no difiere en gran manera del de una
septicemia bacteriana y la sintomatologia restante de la candidiasis sistémica
depende de los 6rganos afectados. ®© 32

e Endocarditis: Los sintomas y signos se asemejan a los de la endocarditis
bacteriana. Los factores predisponentes son: lesiones valvulares,
implantacion de valvulas, catéteres intravenosos, las enfermendades
consuntivas y los consumidores de drogas por via parenteral (CDVP).
Aunque C.albicans es la principal especie observada; en los CDVP,

C.parapsilosis y C.tropicalis son las mas aisladas.

e Candidiasis pulmonar: Puede producirse a partir de un muguet oral o de
una diseminacién hematégena; da lugar a infiltrados nodulares multiples
diseminados o con una distribucion simétrica subpleural.

e Candidiasis renal: EIl rifion es uno de los 6rganos afectados
secundariamente con mayor frecuencia en las candidiasis diseminadas a
través de la via hemat6gena. La implantacion de un catéter de Foley
puede dar lugar por via ascendente a una cistitis, con presencia de
Candida en la orina, hecho que no implica infeccion del tracto renal

superior.

e Candidiasis del SNC: Infeccion del parénquima cerebral y de las
meninges, donde origina una encefalitis difusa con formacion de
microabscesos corticales. ElI examen del liquido cefalorraquideo (LCR)
tienen una pleocitosis con linfocitos, hiperalbuminorraquia e

hipoglucorraquia.

e Candidiasis ocular: Las estructuras oculares pueden afectarse en su
totalidad, si bien en la iniciacion se trata de una coriorretinitis. Las
lesiones consisten en nodulos retinianos, blanquecinos, de aspecto piloso,
que sobresalen en el vitreo. En la actualidad, la infeccién ocular micética

estd adquiriendo una enorme trascendencia en los CDVP.
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1.3.3.METODOS DE DIAGNOSTICO

1.3.3.1 Examen micoldgico

Las muestras pueden ser; secreciones respiratorias (esputo, lavado
broncoalveolar, etc), exudados (piel, corneales, ungueales, etc.), orina, sangre, heces,
LCR y peritoneal. Todas las muestras biopsicas deben desmenuzarse.

Siempre que sea posible debe realizarse un examen en fresco, o bien

directamente con lugol o con hidréxido potésico. ‘%32

La siembra se realiza en el medio Sabouraud-galactosidasa-agar, los
medios que contienen actidiona inhiben el crecimiento de algunas especies. La
incubacion se realiza a 30°C 0 a 37°C; al cabo de 24-48 horas se pueden observar las
colonias caracteristicas de color blanco. La prueba de filamentacién precoz consiste
en realizar una suspension de la colonia en suero humano, seguida de incubacion a
37°C durante 2 horas; el examen al microscopio evidencia la presencia de filamentos
(tubos germinativos), debidos a la germinacion de las levaduras, Utiles para la
identificacion de C.albicans.

Actualmente se dispone de sistemas comercializados como: Vitek,
Minivitek y Api 20 Aux en los que se estudia la fermentacion de azlcares y pruebas

bioquimicas. *6:3?

1.3.3.2 Diagnostico inmunolégico

Las especies de Candida tienen una gran variedad de antigenos
localizados en la pared celular, de los que el peptidoglucomanano es el mas
importante. Para la deteccion de estos anticuerpos se disponen de diferentes métodos
de inmunoanalisis; los que detectan anticuerpos precipitantes; doble inmunodifusion
de Ouchterlony, inmunoelectroforesis y contrainmunoelectroforesis; otros

inmunoanalisis: ELISA indirecto, Elisa sandwich y el inmunoblotting. ®© 32

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM o DE SAMNTA MARIA

1.3.3.3 Examen anatomopatoldgico
Las secreciones procedentes de biopsias se tifien con hematoxilina-eosina
y otras se tifien con hematoxilina-eosina y otras tinciones como: PAS, plata-

metenamina de Gomori, etc. *© %2

1.3.4TRATAMIENTO Y PROFILAXIS

En las candidiasis limitadas a piel 0 mucosas se instaura una terapia
antifungica topica y oral, segun se crea conveniente: nistatina, clotrimazol,

miconazol, econazol, ketoconazol, fluconazol, anfotericina B, etc. ‘¢ %2

En el tratamiento de las candidiasis sistémicas se usa la anfotericina B,
por via intravenosa, sola o asociada a flucitosina oral o bien fluconazol en
monoterapia, oral o intravenosa, administradas durante un tiempo largo (no inferior a

6 meses).

En los pacientes neutropénicos y en los receptores de 6rganos se ha
ensayado la quimioprofilaxis por via oral con nistatina, miconazol, fluconazol, etc.
La quimioprofilaxis con antifingicos tiene mayor valor en los pacientes infectados
por el VIH, en los que se utiliza fluconazol para prevenir la candidiasis oral y

esofagica.

1.4. FORMAS LIQUIDAS ORALES DE APLICACION TOPICA

Comprenden las formas liquidas, generalmente soluciones, que no se

ingieren sino que estan destinadas para ser aplicadas en la cavidad bucal. %

1.4.1.COLUTORIOS

Concepto: Son soluciones acuosas de cierta viscosidad que contienen
sustancias destinadas a tratar alguna afeccion a nivel de la cavidad bucal. Sélo en
situaciones excepcionales se formulan como suspensiones 0 como preparaciones

extemporaneas. %
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1411 COMPONENTES DE LOS COLUTORIOS
Suelen llevar codisolventes como la glicerina, el sorbitol, el alcohol y

tensoactivos que facilitan la solubilizacién de los componentes de la formulacion. %

La viscosidad se consigue con gelificantes naturales o de sintesis, que
hacen que la formulacion quede adherida el mayor tiempo posible a la zona de

aplicacion.

Los edulcorantes deben ser no caridgenos, dada la proximidad de la
dentadura, y el pH final ha de estar proximo a la neutralidad debido a que la acidez

deteriora el esmalte dental y la alcalinidad dafia a los tejidos gingivales. ¥

1.4.1.2 EJEMPLO DE UN COLUTORIO:

COLUTORIO DE CLORHIDRATO DE LIDOCAINA:

Clorhidrato de lidocaina 19
Carboximetilcelulosa sodica 29
Agua purificada 1009

Se envasan en frascos pequefios (10-15ml) cuyo tapdn lleva incorporado
un pincel, espatula o paleta flexible que facilita su aplicacion en encias, mucosa
bucal o garganta, y que debe ser lavado despues de su utilizacién y antes de ser

introducido nuevamente en el frasco.

Se utilizan para reducir la concentracion bacteriana (antibidticos,
antisépticos, quimioterapicos), para aliviar el dolor o la inflamacion (anestésicos,

analgésicos, antiinflamatorios), etc. ¥

1.4.2.SOLUCIONES PARA GARGARISMOS

Son soluciones acuosas no viscosas que contienen sustancias destinadas a
bafiar la cavidad bucal y la zona orofaringea en el tratamiento de laringitis, faringitis,
amigdalitis, etc. ®%
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Se aplican, sin diluir o previa dilucién, con la cabeza inclinada hacia
atrés con objeto de facilitar el contacto con las amigdalas, la region de la epiglotis y
la mucosa faringea, haciendo pasar aire a través de la solucién, que se retiene en la

lengua y el paladar.

1421 COMPONENTES DE LOS GARGARISMOS:
Se formulan igual que los colutorios, pero sin agente viscosizante. Los
vehiculos deben ser neutros o alcalinos para no dafar las piezas dentales. Pueden

llevar agentes colorantes, aromatizantes y edulcorantes. ¢4

1.4.2.2 EJEMPLO DE GARGARISMO:
Gargarismo Antiséptico y analgésico

Timol 0,59
Alcohol 50ml
Glicerina 50ml

Cocimiento de coca c.s.p. 500ml

A veces se formulan como formas sélidas, polvos o comprimidos, que

tienen que disolverse en agua antes de su utilizacion.

1.4.3.SOLUCIONES PARA ENJUAGUES

Los enjuagues o buches son soluciones acuosas no viscosas que
contienen sustancias destinadas a refrescar, desodorizar o realizar la antisepsia de la
cavidad bucal. En ocasiones se diluyen los colutorios para utilizarlos como

enjuagues. Su elaboracion se lleva de igual modo que los gargarismos. %

Un enjuague puede tener dos objetivos: terapéutico y cosmético. Los
enjuagues o lavados terapéuticos pueden tener por finalidad reducir la formacion de

placas, la gingivitis, las caries dentales, etc. Los enjuagues cosméticos pueden estar
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destinados a combatir la halitosis mediante el uso de agentes antimicrobianos y

aromatizantes.

1.5. SULFAMETOXAZOL Y TRIMETOPRIMA

1.5.1.FARMACODINAMIA

Es una sulfamida antiséptica bacteriostatica de amplio espectro. El
sulfametoxazol es analogo estructural del acido aminobenzoico (PABA) e inhibe de
manera competitiva una enzima bacteriana, la dihidropteroato sintetasa, que es
responsable de la incorporacion del PABA al acido dihidrofélico. Por consiguiente
bloquea la sintesis del acido dihidrofolico y disminuye la cantidad de é&cido
tetrahidrofolico metab6licamente activo, cofactor en la sintesis de purinas, timidina y
DNA. Las bacterias sensibles son aquellas que han de sintetizar acido folico. La
accion de la sulfamida es antagonizada por el PABA vy sus derivados (procaina y
tetracaina) y por la presencia de pus o detritos celulares, componentes necesarios
para el crecimiento bacteriano. La trimetoprima es una base débil lip6fila
bacteriostatica, estructuralmente relacionada con la pirimetamina; se une a la enzima
bacteriana dihidrofolato reductasa inhibiéndola. De esta manera bloquea en forma
selectiva la conversion del acido dihidrofolico a su forma funcional, &cido
tetrahidrofolico.Esto agota el folato, lo que interfiere en la produccion del acido
nucleico y proteinas bacterianas. La trimetoprima ejerce su efecto en un estado de la
biosintesis de folato inmediatamente posterior al estado en el que actua el
sulfametoxazol. Se produce una accion sinérgica entre ambos por la inhibicion de la

produccién de tetrahidrofolato en dos pasos secuenciales de su biosintesis. %

1.5.2.FARMACOCINETICA

Se distribuye ampliamente en tejidos y liquidos y atraviesa la placenta
con facilidad. Su union a las proteinas es variable, compitiendo con la bilirrubina por
la union a la albumina. Sélo tiene actividad antibacteriana el medicamento libre, no
unido. Se metaboliza en el higado, sobre todo por acetilacién a metabolitos inactivos

que retienen la toxicidad del producto original. Se elimina por via renal por filtracién
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glomerular con secrecién tubular y reabsorcion del producto activo y de los

metabolitos. %24

1.5.3.INDICACIONES.

Tratamiento de la bronquitis y exacerbaciones agudas de bronquitis
cronica en adultos, causada por H. influenzae o Streptococcus pneumoniae.
Enterocolitis causada por Shigella flexneri y S. sonnei. Otitis media aguda en nifios
causada por H. influenzae o S. pneumoniae. Neumonia por Pneumocystis carinii.
Infecciones bacterianas del tracto urinario causadas por E. coli, especies de

Klebsiella, Enterobacter, P. mirabilis, P. vulgaris y Morganella morganii. % 2%

1.5.4.DOSIFICACION.

El tratamiento debe realizarse durante 10 a 14 dias en las exacerbaciones
agudas de bronquitis cronica, durante 7 a 10 dias en infecciones del tracto urinario,
durante 10 dias en la otitis media aguda en nifios y durante 14 dias en la neumonia
por Pneumocystis carinii. Dosis usual para adultos: como antibacteriano sistémico:
800mg de sulfametoxazol y 160mg de trimetoprima/12 horas; como antiprotozoo:
25mg de sulfametoxazol y 5mg de trimetoprima/kg/6 horas; dosis maxima: hasta
3,2g de sulfametoxazol y 640mg de trimetoprima/por dia. Dosis pediatricas usuales:
como antibacteriano: lactantes y nifios con peso menor que 40kg: 20mg de
sulfametoxazol y 4mg de trimetoprima/kg/12 horas; nifios con 40kg o mas: dosis de
adulto; como antiprotozoo: lactantes y nifios con menos de 32kg: 25mg de
sulfametoxazol y 5mg de trimetoprima/kg/6 horas; nifios con 32kg o mas: dosis de
adulto. Forma inyectable: como antibacteriano sistémico: infusion 1V, 10mg a
12,5mg de sulfametoxazol y 2mg a 2,5mg de trimetoprima/kg/6 horas; 13,3mg a
16,7mg de sulfametoxazol y 2,7mg a 3,3mg de trimetoprima/kg/8 horas; o 20mg a
25mg de sulfametoxazol y 4mg a 5mg de trimetoprima/kg/12 horas;como

antiprotozoo: 25mg de sulfametoxazol y 5mg de trimetoprima/é horas. @924
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1.5.5.REACCIONES ADVERSAS.

Son de incidencia més frecuente: fotosensibilidad, rash cuténeo y prurito.
En raras ocasiones: dolor articular y muscular, fiebre, hemorragias o hematomas no
habituales, cansancio o debilidad no habituales. Requeriran atencién médica, de
persistir, los siguientes signos y sintomas: cefalea, mareos, diarrea, anorexia, nduseas

y vomitos. @929

1.5.6.PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS.

Debera mantenerse una ingestién adecuada de liquidos. Es importante no
omitir las dosis y completar el ciclo del tratamiento. Los efectos neutropénicos de la
trimetoprima pueden dar lugar a mayor incidencia de infecciones microbianas,
retraso en la cicatrizacion y hemorragia gingival. Aungue el farmaco esta indicado en
el tratamiento de la otitis media en nifios no debera prescribirse para la profilaxis o el

tratamiento prolongado. %"

1.5.7.INTERACCIONES.

El uso simultaneo con rifampicina puede aumentar la eliminacion y
disminuir la vida media del sulfametoxazol mas trimetoprima. Agentes depresores de
la médula dsea pueden aumentar los efectos leucopénicos o trombocitopénicos. Los
medicamentos fotosensibilizadores pueden producir efectos aditivos de
fotosensibilidad al usarse de manera concomitante. El probenecid disminuye la
secrecion tubular renal de las sulfamidas, dando lugar a concentraciones séricas

totales mayores y mas prolongadas. ¢*2%

1.5.8.CONTRAINDICACIONES.

Esta contraindicado en lactantes ya que puede producirles quernictero. La
relacion riesgo-beneficio se evaluara en pacientes con disfuncién hepatica o renal,

porfiria y deficiencias de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 2%
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1.6. NISTATINA
1.6.1.FARMACODINAMIA

Su mecanismo de accidn consiste en su union a los esteroles en la
membrana celular flngica, que ocasiona la incapacidad de la membrana para
funcionar como barrera selectiva, con la pérdida de constituyentes celulares

esenciales. %39

1.6.2.FARMACOCINETICA

No se absorbe en el tracto gastrointestinal y se excreta casi totalmente
con las heces como farmaco inalterado. No se absorbe cuando se aplica en forma

tépica sobre piel o membranas mucosas intactas. *° %

1.6.3.INDICACIONES.

Via oral: tratamiento de la candidiasis orofaringea. Via topica:
tratamiento de la candidiasis mucocutanea. Via vaginal: tratamiento de la candidiasis

vulvovaginal. ¢°3

1.6.4.DOSIFICACION.

La dosis usual para nifios y adultos por via oral es 400.000Ul a
600.000UI cuatro veces al dia; para prematuros y lactantes de bajo peso, 100.000Ul
cuatro veces al dia, y para lactantes mayores 200.000Ul cuatro veces al dia. Via
topica: aplicar sobre la piel dos a tres veces al dia. Via vaginal: 100.000Ul una o dos

veces al dia durante 2 semanas. *°3V

1.6.5.REACCIONES ADVERSAS.

Via oral: diarrea, nduseas, vomitos, gastralgia. Via topica: irritacion de la

piel. Via vaginal: irritacion vaginal.
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1.6.6.PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS.

Cuando se utiliza suspension oral se recomienda mantenerla y removerla
dentro de la boca el mayor tiempo posible antes de tragarla. Para bloquear las
recidivas se debe continuar el tratamiento durante 48h despues de que los sintomas
hayan desaparecido y los cultivos vuelvan a ser normales. Si se utiliza la via topica
deben evitarse las curas oclusivas, porque proporcionan las condiciones necesarias
para el crecimiento de las levaduras y la liberacién de endotoxinas irritantes (los
pafales ajustados pueden constituir una cura oclusiva). Para prevenir la candidiasis
oral en neonatos se sugiere administrar los 6vulos a las embarazadas con candidiasis

durante 3 a 6 semanas antes del parto. %39

1.6.7.INTERACCIONES.

Por ser un farmaco que no se absorbe no presenta interacciones con otros.

1.6.8.CONTRAINDICACIONES.

No se han descripto.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1. TIPO DE INVESTIGACION

La presente investigacion es de tipo experimental, ya que ante el estimulo
consistente en colutorios (variable independiente) se manipulara la variable efecto

antimicrobiano (variable dependiente).

2.2. MATERIALES
2.2.1.MATERIAL BIOLOGICO

Se trabajo con siete (07) muestras orofaringeas provenientes de pacientes
cuyas edades oscilaban entre los 40 y 60 afios y que reciben quimioterapia en el
Hospital Carlos Alberto Seguin Escobedo de la ciudad de Arequipa, con los

siguientes criterios de inclusién:
e Pacientes adultos de ambos sexos
e Estadificacion de la neoplasia: Grado 2

e Sin comorbilidad inmunosupresora.
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2.2.2.MATERIAL DE LABORATORIO

2.2.2.1 Equipos
e Autoclave

e Balanza analitica
e Cocina eléctrica
e Contoémetro

e Estufa

e Frigorifico

e Mechero Bunsen
e Micropipéta

e Microscopio 6ptico

2.2.2.2 Material de vidrio

e Fiolas

e Matraces

e Pipetas

e Placas Petri

e Probetas de 50 y 100ml
e Slants

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitados

2.2.2.3 Medios de cultivo y enriquecimiento

e Agar Saboraud
e Caldo peptonado

e Agar sangre
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2.2.2.4 Materiales para la forma farmacéutica
e Agua destilada

e Carboximetilcelulosa

e Cotrimoxazol

e Esencia de menta sin colorantes
e Glicerina

e Lidocaina

e Nistatina

2.2.2.5 Otros accesorios
e Algoddn estéril

e Asade Kohle

e Camara fotogréafica

e Espatulas

e Frascos de vidrio

e Gasa estéril

e Gradilla para tubos de ensayo
e Guantes quirargicos estériles.
e Hisopos estériles

e Lapiz marcador

e Malla de asbesto

2.2.3.REACTIVOS
— Agua destilada (Delta)

— Alcohol etilico. Delta (USP)
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2.2.4.MEDIOS DE CULTIVO

Agar Mac Conkey

Agar Mueller Hinton

Caldo peptonado

Manitol Salado

2.3. METODOS

2.3.1.METODOS FARMACOTECNICOS

Los métodos farmacotécnicos incluye la preparacién de un colutorio a
dos concentraciones distintas — al 100% y 50% - para evaluar la sensibilidad de las
bacterias a estos preparados, el colutorio al 100% se refiere a que tiene al total de
principios activos antimicrobianos (sulfametoxazol, trimetoprim y nistatina), el del
50% por su parte solo retne a la mitad de la concentracién respecto del primero, el
resto de los excipientes se mantuvo a la misma concentraciébn en ambas

formulaciones. A continuacién se muestran estan formulaciones.

2.3.1.1 Colutorio al 100%

Componente Cantidad
Carboximetil celulosa 400 mg
Sulfametoxazol 240 mg
Trimetroprim 48mg
Lidocaina 60 mg
Nistatina 1200000 Ul
Glicerina 5ml
Esencia de menta 0.5 mil
Agua csp. 100 ml
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2.3.1.2 Colutorio al 50%

Componente
Carboximetil celulosa
Sulfametoxazol
Trimetroprim
Lidocaina
Nistatina
Glicerina
Esencia de menta
Agua csp.

2.3.1.3 Colutorio control

Componente
Carboximetil celulosa
Lidocaina
Glicerina
Esencia de menta
Agua csp.

Cantidad
400 mg
120 mg
24 mg
60 mg

600000UI

5ml
0.5 ml
100 ml

Cantidad
400 mg
60 mg
5 mi
0.5 ml
100 ml

Debido a la baja solubilidad del sulfametoxazol y la nistatina en el agua

es que el colutorio a formular siguié segun el procedimiento general de suspensiones:

2.3.1.4 Formula patron
Principio activo

Humectante

Viscosizante, si procede

Agente floculante, si procede

Medio dispersante

(Agua purificada, etc)
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En funcion de cada formulacion otros componentes que pueden formar
parte de la formulacion son: corrector de sabor, aroma, antioxidantes, conservantes,

reguladores de pH, etc.

2.3.1.5 Método patrén
e Pesar todos los componentes de la formula.

e Calentar, si procede, la cantidad de agua purificada especificada en la

formulacién.

e Afadir lentamente y bajo agitacion, los conservantes, si procede, agitar

hasta su completa disolucion.

e Atemperar la solucién obtenida en el punto anterior, hasta 25-30°C.
Alcanzada esta temperatura, afiadir lentamente bajo agitacion el agente
humectante y el/los principios/s activo/s.

e Afadir a la fase anterior, el agente floculante, si procede.

e Adicionar lentamente, bajo agitacion, los viscosizantes, si procede.
Debe obtener una dispersion de aspecto homogéneo, sin presencia de

productos aglomerados.

e Incorporar el resto de los componentes de la suspension y enrasar la

preparacion.
e Homogeneizar la suspension obtenida mediante agitacion

e Proceder a la limpieza del material y equipo segun se especifique en los

procedimientos de limpieza correspondientes.

2.3.1.6 Acondicionamiento
Proceder al acondicionamiento de la suspension, segun las

especificaciones particulares de cada formulacion.

El tipo de envase utilizado debe ser adecuado y compatible con la

suspensién que contiene.
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2.3.1.7 Controles
Foérmula magistral:

Evaluacion de los caracteres organolépticos.

Formula magistral tipificada y preparados oficinales:
e Evaluacion de los caracteres organolépticos.
e Verificacion del peso y volumen.
Si se elaboran lotes, ademas, se realizaran los siguientes:
e Determinacion de la velocidad de sedimentacion.
e Determinacion de la viscosidad
e Determinacion de la densidad relativa.
e Determinacion del pH, segun procedimiento.

e Control microbioldgico.

Figura N°3: Colutorios elaborados a distintas concentraciones (50 y 100%0) asi como
el colutorio base (control)

2.3.2.METODOS MICROBIOLOGICOS

2.3.2.1 Recoleccién de las muestras orofaringeas de pacientes
La recoleccién de las muestras orofaringeas de pacientes oncoldgicos del

Hospital Carlos Alberto Seguin Escobedo se realiz6 en el mes de diciembre de 2013,
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antes de iniciar su quimioterapia, durante el tratamiento quimioterapico (a los 7 dias)

Yy, post quimioterapia (7 dias después de la quimioterapia).

Figura N°4: Envases estériles y rotulados para la recoleccion de la muestra

2.3.2.1.1 Recoleccién de Streptococcus

e Previamente se prepara los materiales para la recoleccién (hisopos,
tubos, placas, medios de enriquecimiento y cultivo), debidamente

estériles y empacados.

e Se muestrea mediante frotamiento con el hisopo sobre la superficie
de zonas orofaringeas que habitualmente desarrollan o presentan

problemas de mucositis.

e Estos hisopos inmediatamente se colocan en tubos que contienen

caldo peptonado.

e Posteriormente se realiza la siembra retirando el hisopo y
presionandolo ligeramente contra la pared del tubo. Con el hisopo se
realiza una linea hasta la mitad de la placa desde la pared de la
misma. Y se procede al agotamiento de la muestra mediante estrias

con el asa de Kolle en agar sangre.

e Cultivar la placa en la estufa por un periodo de 24 horas a 37°C. "
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2.3.2.1.2 Recoleccién de Candida albicans

e Previamente se prepara los materiales para la recoleccion (hisopos,
tubos, placas, medios de enriquecimiento y cultivo), debidamente

estériles y empacados.

e Se muestrea mediante frotamiento con el hisopo sobre la superficie
de zonas orofaringeas que habitualmente desarrollan o ya presentan

problemas de musocitis.

e Estos hisopos inmediatamente se colocan en tubos que contienen

caldo peptonado.

e Posteriormente se realiza la siembra retirando el hisopo y
presionandolo ligeramente contra la pared del tubo. Con el hisopo se
realiza una linea hasta la mitad de la placa desde la pared de la
misma. Y se procede al agotamiento de la muestra mediante estrias

con el asa de Kolle en agar Sabouraud.

e Cultivar la placa a temperatura ambiente durante 48 horas. "

2.3.2.2 ldentificacion de microrganismos presentes en las muestras

2.3.2.2.1 ldentificacién de Streptococcus

Se utilizo el siguiente método de identificacion

2.3.2.2.1.1 Prueba de la catalasa

La catalasa es una enzima que descompone el peroxido de hidrégeno en
oxigeno y agua, quimicamente la catalasa es una hemoproteina de estructura similar
a la de la hemoglobina, excepto que los cuatro &tomos de hierro de la molécula estan

en estado oxidado (Fe*®).

El perdxido de hidrogeno se forma como uno de los productos finales del

metabolismo oxidativo o aérobico de los hidratos de carbono.
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Procedimiento

e Con un asa de Kolle en punta colocar en el centro de la lamina

portaobjetos la colonia a investigar.
e Posteriormente agregar 1 a 2 gotas de peroxido de hidrogeno al 30%.

e Suspender el organismo y observar si hay aparicion de burbujas

debido al desprendimiento de oxigeno.

2.3.2.2.1.2 Prueba de la coagulasa
La coagulasa se halla presente en dos formas: libre y ligada, cada una de

ellas posee diferentes propiedades que requieren el uso de técnicas separadas.

La coagulasa fija (portaobjeto): Conocida como factor de aglutinacion
estd unida a la pared celular bacteriana y no esta presente en los filtrados de cultivo.
Los hilos de fibrina formados entre las células bacterianas en el plasma
(fibrinbgeno) provoca aglutinacion; la cual se indica por la aparicién de agregados

viables en el portaobjeto.

La coagulasa libre (tubo): Es una sustancia semejante a la trombina que
se halla presente en los cultivos de filtrados. Cuando una suspension de bacterias
productoras de coagulasa se mezclan con partes iguales de plasma, se forma un

coagulo visible como consecuencia de los factores de coagulacion.

Procedimiento

e Con un asa de Kolle en punta colocar en el centro de la placa una

colonia a investigar.
e Agregar 1 a 2 gotas de plasma.

e Suspender el organismo e inclinar el portaobjeto hacia uno y otro

lado y observar si hay la aparicion de grumos.

2.3.2.2.2 ldentificacion de Candida albicans
Se utilizé el siguiente método de identificacién
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2.3.2.2.2.1 Montaje con KOH al 10%
Se basa en un examen microscépico en busca de hifas u otras estructuras

micéticas colocandolos previamente en KOH al 10%. "

Procedimiento

e Colocar una gota de KOH al 10% que contiene glicerina en un

portaobjeto mezclandolo con una pequefia porcién de la muestra.

e Pasar suavemente el portaobjeto a través de una llama baja de un

mechero para facilitar el aclaramiento.

e Colocar una lamina cubreobjeto y dejar reposar por treinta minutos.

2.3.2.3 Determinacion de la sensibilidad Antimicrobiana

La sensibilidad antimicrobiana es una prueba inicial que tiene como
finalidad determinar si los organismos (previamente identificados) son sensibles a
dos concentraciones de colutorio arbitrariamente elegidas. Esta prueba se realizo en
la presencia de dos controles, uno solo con los excipientes del colutorio y otro sin
tratamiento alguno. Haciendo un total de cuatro observaciones por placa (dos
correspondientes a los colutorios y otros dos a los controles). Esta prueba se realizd

por quintuplicado.

2.3.2.3.1 Método: Excavacion cilindro-Placa cultivo

Este método se basa en que la sustancia a investigar depositada en la
excavacidn toma contacto con la superficie del agar de tal manera que difunde hacia
el medio circundante, a medida que aumenta la distancia a la excavacion hay una
reduccion logaritmica de la concentracion de la sustancia hasta alcanzar un punto en
el que el desarrollo microbiano de la superficie del agar ya no es inhibido, la
actividad de la sustancia se eval(ia midiendo el halo de inhibicién formado. *”
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Cultivo de muestra
orofaringea

Tubo N°§ Mac Farland
10 UFC/ml Siembra del
microorganismo

Desarrollo del microorganismo 100pl Colutorios
y medicién de los halos y control

Figura N° 5: Método de excavacion placa cilindro para la determinacion de la
sensibilidad

2.3.2.3.1.1 Procedimiento

Preparacion del in6culo
— Se prepar6 cantidad suficiente de caldo peptonado estéril.

— Se seleccionaron con una asa de Kohle 3-4 colonias del microorganismo
bajo estudio (Staphylococcus y Candida albicans) provenientes de las

secreciones orofaringeas.

— La muestra del microorganismo se sumerge en 5 ml caldo peptonado

estéril.
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— La turbidez del tubo con el microrganismo debe ser equivalente a la
turbidez del tubo N°5 de la Escala de Mac Farland, colocando ambos

tubos contra un fondo blando con lineas negras como contraste.

— El tubo N° 5 equivale a una concentracion de 108 UFC/ml, luego hacer
una dilucion tomando 0.1ml de este in6culo y se le agrega 9.9ml de caldo
peptonado dando una solucién resultante con una concentracion de 10°
UFC/ml.

Preparacion de los colutorios para analizar

— Se prepar6 dos colutorios para el examen de sensibilidad, el primero a una
concentracion de 400mg para el sulfametoxazol y el segundo a la mitad
de esta dosis. El resto de excipientes se mantuvo en las mismas
concentraciones.

Preparacion del medio de cultivo

— Se prepar6 para cada placa 20ml de agar sangre para Staphylococcus y 20

ml de agar Saboraud para Candida albicans.

— Una vez que el agar estuvo a una temperatura de 40°C, se le agreg6 0.2ml
del inéculo 10° UFC/m.

— Se realizd el plaqueo con un mechero cerca para garantizar ambiente

estéril.

— Cuando el agar adquirié la consistencia solida se procede a realizar 4
excavaciones por placa (dos para los colutorios, una para la base del

colutorio y otra control).

— En cada excavacién se coloco 100uL de sustancia problema (colutorios y

controles).

— Se incub6 a 37°C durante 24 horas para la bacteria y 48 para el caso del
hongo, después de este tiempo se procedi6 a medir los halos de

inhibicion.
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Figura N°6: preparacion de las disoluciones para la determinacién de la sensibilidad
a los colutorios

2.3.2.4 Determinacion de la Concentracion Minima inhibitoria
Segun la sensibilidad encontrada para los colutorios en el procedimiento
anterior, se procede a la determinacion de la concentracion minima inhibitoria para la

concentracion del colutorio que los microorganismos se mostraron sensibles.

2.3.2.4.1 Método: Dilucion tubo

Procedimiento

— El'in6culo debe ser preparado a partir de 4-5 colonias de las placas madre
con Streptococcos Yy Candida, luego se inoculan en 5ml de caldo
peptonado estéril, enjuagando bien en el medio de enriquecimiento, a fin

de agotar todo el material adherido en el asa.

— Ajustar la turbidez conforme al tubo N°5 de la Escala de Mac Farland, la
misma que equivale a una concentracién de 108 UFC/ml, luego realizar
una dilucién al 1/100 de éste indculo (0.2ml del in6culo en 19,8ml en
caldo peptonado). Asi se obtiene un indculo de aproximadamente 10°
UFC/ml.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM - DE SAKTA MARIA

— A parte preparar caldo peptonado estéril y afiadir a cada tubo conforme el

cuadro de diluciones para el colutorio.

Cultivo de muestra
orofaringea

6
Tubo N°p Mac Farland g 10 UFC/ml

10 UFCIml _

1ml colutorio 0.8ml colutorio 0.6ml colutorio 0.4ml colutorio 0.2ml colutorio
+ +

0.2ml caldo 0.4ml caldo 0.6ml caldo 0. 8m| caldo

§ 141

!
Bk &

Observar y tomar nota de los tubos que no presentan turbidez
Volver a sembrar estos tubos para ver si hay efecto bactericia o fungicida

Qo

)
)
)

Figura N° 7: Método de dilucién en tubo para la determinacién de la concentracion
minima inhibitoria de los colutorios
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CUADRO N° 1: Diluciones del sulfametoxazol presente en el colutorio Formula

100% para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Tubos

Descripcion

[EEN

Colutorio Férmula 100% (ml) 08 | 06 | 04 | 0.2 0
Conc. SMX (mg/ml) 24 | 1.92 | 1.44 | 0.96 | 048 | --
02 | 04 | 06 | 08

Caldo peptonado

Volumen inicial
Inéculo 10° UFC/m
Volumen final

Concentracion final (mg/ml) 1.2 |1 096 | 0.72 | 0.48 | 0.24 --
Fuente: Elaboracién Propia

N (P e o
=
=
=
=

CUADRO N° 2: Diluciones de la nistatina presente en el colutorio Formula
100% para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria

Descripcion R

5 4 3 2 1 C
Colutorio Férmula 100% (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Conc. Nistatina (Ul/ml) 120000 | 96000 | 72000 | 48000 | 24000 | --
Caldo peptonado 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Volumen inicial 1 1 1 1 1 1
Inéculo 10° UFC/m 1 i 1 1 1 1
Volumen final 2 2 2 2 2 2
Concentracion final (mg/ml) 60000 | 48000 | 36000 | 24000 | 12000 | --

Fuente: Elaboracién Propia

— Luego afadir 1ml del in6culo y mezclar.

— Proceder a incubar los tubos a 37°C durante 24 horas. Transcurrido este
periodo observar la turbidez de los tubos. Los tubos turbios indican que el
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desarrollo bacteriano no ha sido inhibido, por el contrario los tubos claros

evidencian inhibicion del crecimiento de microorganismos.

2.3.2.5 Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM)
Consiste en realizar un resembrado de las concentraciones del colutorio

en donde no hubo crecimiento de microorganismos, en medios de cultivo adecuados

con la finalidad de observar si hay presencia de microorganismos viables, de este

modo se halla la concentracion bactericida (o fungicida) minima.

2.3.2.5.1 Meétodo: Dilucion en caldo.

Preparacion del indculo

— Con la ayuda de un asa de Kolle estéril tocar la superficie de 4 a 5

colonias de microorganismos (bacteria y hongo).

— Luego introducir el asa de Kolle en caldo peptonado, enjuagar bien en el

liguido para agotar todo el material y luego se retira el asa.

— Ajustar la turbidez conforme al tubo N°5 de la Escala de Mac Farland, la
misma que equivale a una concentracién de 108 UFC/ml, luego realizar
una dilucién al 1/100 de éste inéculo (0.2ml del inéculo en 19,8ml en
caldo peptonado). Asi obtendremos un inéculo de aproximadamente 10°
UFC/ml.

Preparacion de diluciones colutorio

— EI colutorio se diluye a distintas concentraciones a partir de la

concentracion sensible.
— Adicionar 1ml del inéculo a cada tubo.
— Luego se incuba por un tiempo de 24 horas a temperatura de 37°C.

— Finalmente se realiza un subcultivo de las diluciones que no mostraron

turbidez, para determinar la concentracion bactericida; incubando durante
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24 horas a 37°C en Agar Tripticasa soya (TSA) para los microorganismos

bacterianos y Agar Saboraud para el microorganismo flngico.

CUADRO N° 3: Diluciones del sulfametoxazol presente en el colutorio Formula

100% para la determinacién de la concentracion bactericida minima

Descripcion Tubos

5 4 3 2 1 C
Colutorio Férmula 100% (ml) 1 08 | 06 | 04 | 0.2 0
Conc. SMX (mg/ml) 24 | 192 | 1.44 | 0.96 | 0.48 --
Caldo peptonado 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Volumen inicial 1 1 1 1 1 1
Inéculo 10° UFC/m 1 1 1 1 1 1
Volumen final 2 2 2 2 2 2
Concentracion final (mg/ml) 1.2 | 096 | 0.72 | 0.48 | 0.24 --

Fuente: Elaboracién Propia

CUADRO N° 4: Diluciones de la nistatina presente en el colutorio Formula

100% para la determinacion de la concentracion fungicida minima

Descripcion o5

5 4 3 2 1 C
Colutorio Formula 100% (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Conc. Nistatina (mg/ml) 12000 | 96000 | 72000 | 48000 | 24000 | --
Caldo peptonado 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Volumen inicial 1 1 1 1 1 1
Inéculo 10° UFC/m 1 1 1 1 1 1
\olumen final 2 2 2 2 2 2
Concentracion final (mg/ml) 60000 | 48000 | 36000 | 24000 | 12000 | --

Fuente: Elaboracién Propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM <= DE SALTA MARIA

2.3.3.ANALISIS ESTADISTICO

2.3.3.1 Promedio o media
La media se obtiene sumando todos los valores en una poblacion o

muestra y dividiendo entre los valores sumados. ‘%

2.3.3.2 Varianza

Cuando los valores de un conjunto de observaciones se encuentran
ubicados cerca de su media, la dispersién es menor que cuando estan esparcidos. En
consecuencia, se puede pensar intuitivamente que es posible medir la dispersion en
funcién del esparcimiento de los valores alrededor de su media. Esta medicion se
efectia mediante lo que se conoce como varianza. Para calcular la varianza de una
muestra de valores, se resta la media de cada uno de los valores individuales, las
diferencias se elevan al cuadrado y después de suman entre si. Esta suma de
desviaciones elevadas al cuadrado de los valores con respecto a la media se divide
entre el tamafio de la muestra, menos 1, para obtener la varianza de la muestra. Si se
asigna la letra s* para simbolizar la varianza de la muestra. %

2.3.3.3 Desviacion estandar

La varianza representa unidades al cuadrado, por lo que no es una medida
adecuada de dispersion si se pretende expresar este concepto en términos de las
unidades originales. Para obtener la medida de dispersion en unidades originales,

simplemente se obtiene la raiz cuadrada de la varianza. ¥

2.3.3.4 ANOVA

El andlisis de varianza es utilizado en el presente estudio para estimar y
probar hipotesis respecto a las medias de las poblaciones, sin embargo, es necesario
precisar que las conclusiones respecto a las medias dependen de la magnitud de las

varianzas observadas. ‘¥
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OBTENCION DE COLUTOROS PREVENTIVOS CONTRA LA
MUCOSITIS

Para la obtenciébn de colutorios preventivos contra la mucositis
conteniendo cotrimoxazol y nistatina se procedié conforme al procedimiento de
elaboracion de soluciones, obteniéndose dos colutorios cuyas concentraciones se
denominé al 100% y al 50%, este Gltimo con una concentracién 0.5 veces menor al

primero. La organolépsia de los colutorios es como sigue

CUADRO N°¢ 1: Caracteres organolépticos de los colutorios preventivos contra

la mucositis

Organolepsia Colutorio al 100% Colutorio al 50%
Sabor Mentolado débil Mentolado débil
Aspecto Semifluido Semifluido
Olor Mentolado Mentolado
Color Amarillo lechoso Amarillo lechoso

Fuente: Elaboracién Propia
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La descripcion de las formulaciones elaboradas a continuacion:

CUADRO N° 2: Colutorios elaborados para la prevencion de la mucositis

Componente 100% 50% Control
Carboximetil celulosa 400 mg 400 mg 400 mg
Sulfametoxazol 240 mg 120 mg
Trimetroprim 48mg 24 mg
Lidocaina 60 mg 60 mg 60 mg
Nistatina 1200000 Ul 600000 Ul
Glicerina 5ml 5ml 5mi
Esencia de menta 0.5 mi 0.5 ml 0.5ml
Agua csp. 100 ml 100 ml 100ml

Fuente: Elaboracién Propia

El procedimiento para su elaboracidn fue el siguiente:

e Con la ayuda del mortero se procedi6 a mezclar la carboximetil celulosa en

presencia de la glicerina.

e La mezcla anterior se incorporo en 50% de agua destilada, y se agité hasta

completa disolucion.

e En la otra parte de agua destilada se disuelve la nistatina y la lidocaina,

mediante agitacion.

e Esta Gltima mezcla se incorpora a la anterior mediante agitacion.

e En un mortero se tritura el comprimido de cotrimoxazol, posteriormente se

pesa la cantidad necesaria y se incorpora a la mezcla final.

e Se afade la esencia de menta y se completa con agua destilada hasta el

volumen final.

e Se finaliza con el envasado.
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3.2. EVALUACION ANTIMICROBIANA DEL COLUTORIO

La presentacion de los resultados de la evaluacion microbioldgica del
colutorio in vitro fue segmentado en dos fases a saber: la evaluacion microbioldgica

antes de la quimioterapia y la evaluacién después de la quimioterapia.

3.2.1.RESULTADOS DE LA EVALUACION MICROBIOLOGICA ANTES
DE LA QUIMIOTERAPIA

La evaluacion microbioldgica del colutorio preventivo con cotrimoxazol
y nistatina, se realizo antes de la administracion del tratamiento antineoplasico. Para
ello en primer lugar se realizé un recuento de microrganismos y su identificacion,
ello con la finalidad de determinar la carga microbiana que tiene cada paciente y
establecer mediante la identificacién la presencia de Streptococcus Yy Candida
albicans. Posteriormente se evalué la sensibilidad, la concentraciébn minima

inhibitoria y la bactericida y fungicida minima.

3.2.1.1 Recuento de microrganismos

CUADRO N° 3: Recuento en placa de Streptococcus presentes en muestras

orofaringeas de pacientes oncolégicos pre tratamiento antineoplasico

Recuento en placa
10" 10” 10° 10 0°
Paciente 1 350 55 10 5 1
Paciente 2 325 40 15 15 2
Paciente 3 387 80 10 0 0
Paciente 4 317 60 25 9 3
Paciente 5 360 65 14 5 2
Paciente 6 280 50 21 10 0
Paciente 7 302 70 26 7 1
Promedio 332 60 17 7 1

Fuente: Elaboracién Propia
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El cuadro muestra el recuento en placa de las secreciones de los siete

pacientes oncoldgicos, para el conteo se realizé diluciones en seriadas, se considerd

la dilucién 10 ya que se encuentra entre 30 y 300 colonias. Fue necesario hallar el

promedio de los conteos para tener un Unico valor representativo de los siete

pacientes. En conclusion los paciente oncolégicos en promedio presentaban 6000

UFC/ml de Streptococcus esto debido a una probable reaccion inmunodepresiva

ocasionado como consecuencia de la radio y quimioterapia.

3.2.1.2 Determinacion de la sensibilidad

CUADRO N° 4: Promedio de los halos de inhibicién para la prueba de

sensibilidad de Streptococcus sp. a los colutorios (100 y 50%b)

Promedio de los halos (mm) de inhibicion
Pactente | “loooe | sove | Comtorio | oy
(2.4mg/ml) (1.2mg/ml)

Paciente 1 25(S) 20(S) Sin halo Sin halo
Paciente 2 30.3(S) 22.7(S) Sin halo Sin halo
Paciente 3 24.3(S) 14.3(1) Sin halo Sin halo
Paciente 4 29(S) 19(S) Sin halo Sin halo
Paciente 5 27.3(S) 23.7(S) Sin halo Sin halo
Paciente 6 22.3(S) 19.7(S) Sin halo Sin halo
Paciente 7 33.3(S) 27.3(S) Sin halo Sin halo

(S): Sensible > 16 mm; (I): Intermedio 11-15 mm
Fuente: Elaboracién Propia

El cuadro muestra que tanto para el colutorio al 100% y al 50% tuvieron

sensibilidad ya que los halos de inhibicion de crecimiento de Streptococcus fueron

mayores de 16mm, exceptuando a una sola placa para el colutorio al 50%, en donde

el halo se sensibilidad fue solo de 14.3mm. En todos los casos de cada paciente se
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hicieron por triplicado cada siembra por lo tanto el cuadro analizado muestra los

promedios de estos tres valores.

Para tener una visién global de estos resultados se considerd hallar

valores estadisticos de todas las lecturas que permitan apreciar en su totalidad estos

halos de inhibicion:

CUADRO N° 5: Andlisis estadistico para la prueba de sensibilidad de
Streptococcus sp. a los colutorios (100 y 50%o)

Concentracion N Media | Mediana | Desv. tip. | Varianza | Rango

2.4mg/ml (100%) 21 27,76 28,00 4,426 19,590 15
1.2mg/ml (50%) 21 20,76 20,00 4,549 20,690 16
Total 42 24,26 24,50 5,674 32,198 23

Fuente: Elaboracién Propia

El cuadro N°5, muestra que el promedio del colutorio al 100% es

superior al halo presentado por el colutorio al 50%, ya que presentan halos de 27.76

mmy 20.76 mm respectivamente.

Al ver esta diferencia en cuanto promedios fue necesaria la realizacion de

un analisis de varianza que permita observar si los grupos presentan diferencias con

respecto a los halos de inhibicion.

CUADRO N° 6: Analisis de varianza para la prueba de sensibilidad de

Streptococcus sp. a los colutorios (100 y 50%b)

Suma de . . .
gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 514,500 1 514,500 25,546 ,000
Intra-grupos 805,619 40 20,140
Total 1320,119 41

Fuente: Elaboracién Propia
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El anélisis de varianza que se muestra en el cuadro N°4 que se calcul6
con un nivel de confianza del 95% arroja una significancia similar a 0, al ser este
valor inferior al nivel aceptado se afirma que la sensibilidad para el colutorio al
100% es estadisticamente diferente en cuanto al colutorio del 50%. Y al presentar
este Ultimo una concentracion que en promedio es sensible (al ser mayores a 16mm)
para la bacteria Streptococcus se establece esta concentracion como punto de partida

para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria.

(5]

Media Halo

1 I
2 4mgiml 1 2mgiml
ConcentracionPreEstreptococo

Figura N° 8: Promedio de los halos de inhibicion de la dos concentraciones de
colutorios frente a Streptococcus
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Figura N° 8: Placa para la prueba de sensibilidad de Streptococcus al colutorio al
100%
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Figura N° 9: Placa para la prueba de sensibilidad de Streptococcus al colutorio al
50%
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CUADRO N° 7: Promedio de los halos de inhibicién para la prueba de

sensibilidad de Candida albicans sp. a los colutorios (100 y 50%)

Promedio de los halos (mm) de inhibicion
Paciente Colut(c)) rio Colutorio .

qoooo | 6000 | Ugig | contro

Ul/ml)
Paciente 1 30 (S) 24.7(S) Sin halo Sin halo
Paciente 2 33.3(5) 28(S) Sin halo Sin halo
Paciente 3 28(S) 24 (S) Sin halo Sin halo
Paciente 4 36(S) 29 (S) Sin halo Sin halo
Paciente 5 31.3(S) 25(S) Sin halo Sin halo
Paciente 6 27.3(S) 23(S) Sin halo Sin halo
Paciente 7 35(S) 28.7(S) Sin halo Sin halo

(S): Sensible > 16 mm; (I): Intermedio 11-15 mm
Fuente: Elaboracién Propia

El cuadro muestra que tanto para el colutorio al 100% y al 50% tuvieron
sensibilidad ya que los halos de inhibicion de crecimiento de Candida albicans en
todos los casos fueron mayores de 16mm, al igual que en el caso de Streptococcus se
hicieron por triplicado cada siembra por lo tanto el cuadro analizado muestra los

promedios de estos tres valores.

CUADRO N° 8: Analisis estadistico para la prueba de sensibilidad de Candida

albicans a los colutorios (100 y 50%0)

Concentracion N Media | Mediana | Desv. tip. | Varianza | Rango

120000 Ul/ml (100%) 21 31,29 30,00 3,580 12,814 11
60000 Ul/ml (50%) 21 26,29 26,00 3,196 10,214 13
Total 42 28,79 29,00 4,200 17,636 17

Fuente: Elaboracién Propia
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El cuadro N°8, muestra que el promedio del colutorio al 100% es
superior al halo presentado por el colutorio al 50%, ya que presentan halos de 31.29

mm y 26.29mm respectivamente.

Al ver esta diferencia en cuanto promedios fue necesaria también la
realizacion de un anlisis de varianza que permita observar si los grupos presentan

diferencias con respecto a los halos de inhibicién.

/\D\.ug‘gqg de Densibi liclacl
A 1007, | 507% 0%

Figura N° 10: Placa para la prueba de sensibilidad de Candida albicans al colutorio
al 50%

CUADRO N° 9: Analisis de varianza para la prueba de sensibilidad de Candida

albicans a los colutorios (100 y 50%0)

Suma de . - :
gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 262,500 1 262,500 22,798 ,000
Intra-grupos 460,571 40 11,514
Total 723,071 41

Fuente: Elaboracién Propia

El analisis de varianza que se muestra en el cuadro N°7 que se calculd
con un nivel de confianza del 95% arroja una significancia similar a 0, al ser este

valor inferior al nivel aceptado se afirma que la sensibilidad para el colutorio al
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100% es estadisticamente diferente en cuanto al colutorio del 50%. Y al presentar
este Ultimo una concentracion que en promedio es sensible (al ser mayores a 16mm)
para el hongo Candida albicans se establece esta concentraciébn como punto de

partida para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria.

40

30

20

Media Halo

1 I
12mgiml Gmgiml
ConcentracionPreCandida

Figura N° 6: Promedio de los halos de inhibicion de la dos concentraciones de
colutorios frente a Candida albicans pre tratamiento quimioterapico

& 1007 , 507% s U

Figura N° 11: Placa control con el colutorio base (0%6)
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3.2.1.3 Determinacién de la concentracién minima inhibitoria

CUADRO N° 10: Concentraciéon Minima Inhibitoria del colutorio frente a cepas

de Streptococcus presentes en secreciones orofaringeas de pacientes oncoldgicos.

Tubos 5 4 3 2 1 C
Conc. SMX (mg/ml) 1.2 0.96 | 0.72 | 048 | 0.24 --
Paciente 1 - - - - + +
Paciente 2 - - - - + +
Resultados  |-Faciente 3 - - - N + +
muestras Paciente 4 - - - 3 + +
orofaringeas Paciente 5 l £ 4 ] s .
Paciente 6 - - . L + +
Paciente 7 - - ¢ r + +

(+): Tubo turbio, con crecimiento.
(-): Tubo no turbio, sin crecimiento.
Fuente: Elaboracién Propia

El cuadro anterior muestra los resultados para la concentracion minima
inhibitoria del colutorio frente a cepas provenientes de siete pacientes oncoldgicos.
Para ello se sometieron dichas muestras a una dilucién del colutorio, cuyas
concentraciones finales se muestran en el encabezado correspondiente. En este caso
las concentraciones se expresan en base a la cantidad presente de sulfametoxazol en

nuestra formulacion.

Observamos que para el caso de la bacteria Streptococcus se aprecia
crecimiento en la Gltima dilucion cuya concentracién es de 0.24 mg/ml, en cambio en
concentraciones superiores a esta, es decir, 0.48, 0.72, 0.96, y 1.2 mg/ml no se
observa crecimiento bacteriano, por lo tanto la concentracién minima inhibitoria fue
de 0.48 mg/ml con relacion al sulfametoxazol, en consecuencia la concentracion
minima inhibitoria resultante para el trimetoprim tedricamente seria la quinta parte

esto es 0.48mg/ml.
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CUADRO N° 11: Concentracion Minima Inhibitoria del colutorio frente a cepas

de Candida albicans presentes en secreciones orofaringeas de pacientes

oncoldgicos.
Tubos 5 4 3 2 1 C
Conc. Nistatina (Ul/ml) 60000 | 48000 | 36000 | 24000 | 12000 | --
Paciente 1 - - - - + +
Paciente 2 - - - - + +
Resultados Paciente 3 ' - - i + +
muestras Paciente 4 - - - _ + +
orofaringeas Paciente 5 ] ] ] ] s .
Paciente 6 - - u - + +
Paciente 7 - = . A + +

(+): Tubo turbio, con crecimiento.
(-): Tubo no turbio, sin crecimiento.
Fuente: Elaboracion Propia

El cuadro anterior muestra los resultados para la concentracion minima
inhibitoria del colutorio frente a cepas de Candida albicans provenientes de siete
pacientes oncoldgicos. Para ello se sometieron dichas muestras a una dilucion del
colutorio, cuyas concentraciones finales se muestran en el encabezado
correspondiente, en este caso las concentraciones se expresan en base a la cantidad

presente de nistatina en nuestra formulacion.

Observamos que para el caso del hongo Candida albicans se aprecia
crecimiento en la ultima dilucion cuya concentracion es de 12000 Ul/ml, en cambio
en concentraciones superiores a esta, es decir, de 24000 a 60000 Ul/ml no se observa
crecimiento fungico, por lo tanto la concentracion minima inhibitoria fue de 24000

mg/ml con relacion a la nistatina.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ot DE SAKTA MARIA

3.2.1.4 Determinacion de la concentracién bactericida minima

CUADRO N° 12: Concentracién Bactericida Minima del colutorio frente a
cepas de Streptococcus presentes en secreciones orofaringeas de pacientes

oncoldgicos.
Placas 5 4 3 2 1 C
Conc. SMX (mg/ml) 1.2 096 | 0.72 | 048 | 0.24 --
Paciente 1 - - + + + +
Paciente 2 - + + + + +
Resultados Paciente 3 + + - + + +
muestras Paciente 4 - + + + + +
orofarffifcge Paciente 5 - - + + + +
Paciente 6 + + + + + +
Paciente 7 - + + + + +

(+): Placa con crecimiento.
(-): Placa sin crecimiento.
Fuente: Elaboracién Propia

El cuadro anterior muestra los resultados para la concentracion
bactericida minima del colutorio frente a cepas de Streptococcus provenientes de
siete pacientes oncologicos. El procedimiento es el mismo que para la determinacién
de la concentracibn minima inhibitoria, con la diferencia que se realizd6 una
resiembra en placa de los tubos sin turbidez. Del mismo modo las concentraciones se
expresan en base a la cantidad de sulfametoxazol (240mg/100ml) presente en la

formula del colutorio.

Observamos que para el caso de la bacteria Streptococcus no se aprecia
una concentracion bactericida, a pesar de que se repitieron algunas placas,
volviéndose a observar crecimiento microbiano, incluso en concentraciones de
1.2mg/ml, por lo que podriamos concluir que nuestro colutorio solo presentaria una

concentracion inhibitoria minima mas no una concentracion bactericida minima.
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CUADRO N° 13: Concentracién Fungicida Minima del colutorio frente a cepas

de Candida albicans presentes en secreciones orofaringeas de pacientes

oncoldgicos.
Placas 5 4 3 2 1 C
Conc. Nistatina (Ul/ml) 60000 | 48000 | 36000 | 24000 | 12000 | --
Paciente 1 - - - - + +
Paciente 2 - - - - + +
Resultados Paciente 3 ' - - i + +
muestras Paciente 4 - - - _ + +
orofaringeas Paciente 5 ] ] ] ] s .
Paciente 6 - - u - + +
Paciente 7 - = . A + +

(+): Placa con crecimiento.
(-): Placa sin crecimiento.
Fuente: Elaboracion Propia

El cuadro anterior muestra los resultados para la concentracion fungicida
minima del colutorio frente a cepas de Candida albicans provenientes de siete
pacientes oncolégicos. El procedimiento es el mismo que para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria, con la diferencia que se realizd una resiembra en
placa de los tubos sin turbidez. Del mismo modo las concentraciones se expresan en

base a la cantidad de nistatina (1200000/100ml) presente en la formula del colutorio.

Observamos que para el caso del hongo Candida albicans Ia
concentracion fungicida se mantiene en 24000Ul/ml ya que a esta concentracion no

se aprecio crecimiento fungico.

3.2.2.RESULTADOS DE LA EVALUACION MICROBIOLOGICA DESPUES
DE LA QUIMIOTERAPIA

La evaluacion microbioldgica del colutorio preventivo con cotrimoxazol
y nistatina, se realizd también después de la administracién del tratamiento

antineoplasico. Si bien es cierto el colutorio es utilizado como terapéutica
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profilactica, fue necesario evaluar in vitro después de la administracion del

tratamiento con la finalidad de verificar si el

colutorio mantiene su eficacia

antimicrobiana aun después de la incidencia de mucositis como rémora del

tratamiento quimioterapéutico. Por lo tanto se ensay6 en pacientes que recibieron el

tratamiento contra su enfermedad a los que no se les prescribid el colutorio magistral.

3.2.2.1 Recuento de microrganismos

CUADRO N° 14: Recuento en placa de Streptococcus presentes en muestras

orofaringeas de pacientes oncolégicos post tratamiento antineoplasico

| Recuento en placa
Paciente ” - % - -

10 10 10 10 10
Paciente 1 Incontables | Incontables 380 296 95
Paciente 2 Incontables | Incontables 420 285 66
Paciente 3 Incontables Incontables 395 260 75
Paciente 4 Incontables Incontables 458 280 85
Paciente 5 Incontables Incontables 321 223 97
Paciente 6 Incontables Incontables 402 275 68
Paciente 7 Incontables Incontables 496 289 49
Promedio 410 273 76

Fuente: Elaboracién Propia

El cuadro muestra el recuento en placa de las secreciones de los siete

pacientes oncoldgicos, para el conteo se realizé diluciones en seriadas, se considerd

la dilucién 10™y 10 ya que se encuentran entre 30 y 300 colonias. Observamos que

a diferencia del cuadro anterior (pre tratamiento antineoplasico) el numero de

estreptococos es muy superior, tan es asi que para el conteo se consider6 las dos

Gltimas diluciones.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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3.2.2.2 Determinacion de la sensibilidad

CUADRO N° 15: Promedio de los halos de inhibicion para la prueba de

sensibilidad de Streptococcus sp. a los colutorios (100 y 50%) post antineoplasia

Promedio de los halos (mm) de inhibicion
Paciente Colutorio Colutorio Colutorio Control
100% (100pl) | 50% (100ul) vehiculo

Paciente 1 29.3(S) 24(S) Sin halo Sin halo
Paciente 2 29.3(S) 26.3(S) Sin halo Sin halo
Paciente 3 29(S) 19.7(S) Sin halo Sin halo
Paciente 4 29(S) 22(S) Sin halo Sin halo
Paciente 5 33.7(S) 22.7(S) Sin halo Sin halo
Paciente 6 28(S) 24(S) Sin halo Sin halo
Paciente 7 31.3(S) 22(S) Sin halo Sin halo

(S): Sensible > 16 mm; (1): Intermedio 11-15 mm
Fuente: Elaboracién Propia

Al igual que en la determinacion de los halos de inhibicion para la prueba

de sensibilidad de estreptococos antes de iniciar el tratamiento antineoplasico, en este

caso — post tratamiento — también se hizo una prueba por triplicado, es decir, que en

el cuadro por cada paciente se presenta un promedio de las tres lecturas, de alli que

en algunos casos se observen nimeros decimales.

Se observa que tanto para el colutorio al 100% y al 50% tuvieron

sensibilidad ya que todos los halos de inhibicion de crecimiento de Streptococcus

fueron mayores de 16mm.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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CUADRO N° 16: Andlisis estadistico para la prueba de sensibilidad de

Streptococcus a los colutorios (100 y 50%) post tratamiento

Concentracion N Media | Mediana | Desv. tip. | Varianza | Rango

2.4mg/ml (100%) 21 30,38 30,00 3,041 9,248 10
1.2mg/ml (50%) 21 22,95 23,00 2,598 6,748 10
Total 42 26,67 26,50 4,683 21,935 18

Fuente: Elaboracion Propia

El cuadro N°16, muestra que el promedio del colutorio al 100% es
superior al halo presentado por el colutorio al 50%, ya que presentan halos de 30.38
mm y 22.95mm respectivamente.

Al ver esta diferencia en cuanto promedios fue necesaria también la
realizacion de un analisis de varianza que permita observar si los grupos presentan

diferencias con respecto a los halos de inhibicién.

CUADRO N° 17 Analisis de varianza para la prueba de sensibilidad de

Streptococcus a los colutorios (100 y 50%0) post tratamiento

Suma de . - :
o] Media cuadrética F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 579,429 1 579,429 72,450 ,000
Intra-grupos 319,905 40 7,998
Total 899,333 41

Fuente: Elaboracién Propia

El andlisis de varianza que se muestra en el cuadro N°17 que se calculd
con un nivel de confianza del 95% arroja una significancia similar a 0, al ser este
valor inferior al nivel aceptado se afirma que la sensibilidad para el colutorio al
100% es estadisticamente diferente en cuanto al colutorio del 50%. Y al presentar
este Gltimo una concentracion que en promedio es sensible (al ser mayores a 16mm)

para la bacteria Streptococcus se establece esta concentracion como punto de partida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria post tratamiento

antineoplasico.
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Figura N° 7: Promedio de los halos de inhibicion de la dos concentraciones de
colutorios frente a Streptococcus post tratamiento quimioterapico

CUADRO N° 18: Promedio de los halos de inhibicion para la prueba de
sensibilidad de Candida albicans a los colutorios (100 y 50%) post antineoplasia

Promedio de los halos (mm) de inhibicion
Paciente Colutorio Colutorio Colu,torio Control
100% 50% vehiculo

Paciente 1 30(S) 21.7(S) Sin halo Sin halo
Paciente 2 26(S) 24(S) Sin halo Sin halo
Paciente 3 28.7(S) 22.3(S) Sin halo Sin halo
Paciente 4 35(S) 27(S) Sin halo Sin halo
Paciente 5 29.7(S) 25.7(S) Sin halo Sin halo
Paciente 6 29.3(S) 27.3(S) Sin halo Sin halo
Paciente 7 32.7(S) 30(S) Sin halo Sin halo

(S): Sensible > 16 mm; (I): Intermedio 11-15 mm

Fuente: Elaboracién Propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SAIL“A MARIA

El cuadro muestra que tanto para el colutorio al 100% y al 50% tuvieron
sensibilidad ya que los halos de inhibicion de crecimiento de Candida albicans en
todos los casos fueron mayores de 16mm, al igual que en el caso de Streptococcus se
hicieron por triplicado cada siembra por lo tanto el cuadro analizado muestra los

promedios de estos tres valores.

CUADRO N° 19: Analisis estadistico para la prueba de sensibilidad de Candida
albicans a los colutorios (100 y 50%0) post tratamiento

Concentracion N Media | Mediana | Desv. tip. | Varianza | Rango

120000 Ul/ml (100%) 21 30,14 30,00 3,214 10,329 12
60000 Ul/ml (50%) 21 25,67 26,00 3,554 12,633 12
Total 42 27,90 28,00 4,041 16,332 17

Fuente: Elaboracién Propia

El cuadro N°19, muestra que el promedio del colutorio al 100% es
superior al halo presentado por el colutorio al 50%, ya que presentan halos de 30.14

mm y 25.67mm respectivamente.

Al ver esta diferencia en cuanto promedios fue necesaria también la
realizacion de un analisis de varianza que permita observar si los grupos presentan

diferencias con respecto a los halos de inhibicidn.

CUADRO N° 20: Andlisis de varianza para la prueba de sensibilidad de

Candida albicans a los colutorios (100 y 50%) post tratamiento

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

Suma de . - :
gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 210,381 1 210,381 18,324 ,000
Intra-grupos 459,238 40 11,481
Total 669,619 41

Fuente: Elaboracién Propia
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El andlisis de varianza que se muestra en el cuadro N°20 que se calculd
con un nivel de confianza del 95% arroja una significancia similar a 0, al ser este
valor inferior al nivel aceptado se afirma que la sensibilidad para el colutorio al
100% es estadisticamente diferente en cuanto al colutorio del 50%. Y al presentar
este Ultimo una concentracion que en promedio es sensible (al ser mayores a 16mm)
para la bacteria Candida albicans se establece esta concentracion como punto de
partida para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria post tratamiento

antineoplasico.

20

Media Halo

1 I
2mghml Grng il
ConcentracionPosCandida

Figura N° 7: Promedio de los halos de inhibicién de la dos concentraciones de
colutorios frente a Candida albicans post tratamiento quimioterapico
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3.2.2.3 Determinacién de la concentracién minima inhibitoria

CUADRO N°¢ 21: Concentraciéon Minima Inhibitoria del colutorio frente a cepas
de Streptococcus presentes en secreciones orofaringeas de pacientes oncoldgicos.

Tubos 5 4 3 2 1 C
Conc. SMX (mg/ml) 1.2 0.96 | 0.72 | 048 | 0.24 --
Paciente 1 - - - - + +
Paciente 2 - - - - + +
Resultados  |-Faciente 3 - - - N + +
muestras Paciente 4 - - - 3 + +
orofaringeas Paciente 5 l £ 4 ] s .
Paciente 6 - - . L + +
Paciente 7 - - ¢ r + +

(+): Tubo turbio, con crecimiento.
(-): Tubo no turbio, sin crecimiento.
Fuente: Elaboracién Propia

El cuadro anterior muestra los resultados para la concentracion minima
inhibitoria del colutorio frente a cepas provenientes de siete pacientes oncologicos
post tratamiento antineoplasico. Se procedid de manera similar que para la
evaluacion pre tratamiento antineoplasico. Del mismo modo las concentraciones se

expresan en base a la cantidad presente de sulfametoxazol en nuestra formulacién.

Observamos que para el caso de la bacteria Streptococcus se aprecia
crecimiento en la dltima dilucién cuya concentracion es de 0.24 mg/ml, en cambio en
concentraciones superiores a esta, es decir, 0.48, 0.72, 0.96, y 1.2 mg/ml no se
observa crecimiento bacteriano, por lo tanto la concentracion minima inhibitoria fue
de 0.48 mg/ml con relacion al sulfametoxazol, en consecuencia la concentracion
minima inhibitoria resultante para el trimetoprim teéricamente seria la quinta parte
esto es 0.048mg/ml. Si comparamos estos resultados con la evaluacion pre
tratamiento antineoplasico concluimos que dicha concentracion minima inhibitoria se

mantiene.
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CUADRO N° 22: Concentracion Minima Inhibitoria del colutorio frente a cepas

de Candida albicans presentes en secreciones orofaringeas de pacientes

oncoldgicos.
Tubos 5 4 3 2 1 C
Conc. Nistatina (Ul/ml) 60000 | 48000 | 36000 | 24000 | 12000 | --
Paciente 1 - - - + + +
Paciente 2 - - - + + +
Resultados ~ |-Laciente 3 - - - & + +
muestras Paciente 4 - - - + + +
orofaringeas Paciente 5 ] ] ] N s .
Paciente 6 - A : + + +
Paciente 7 - - L o + +

(+): Tubo turbio, con crecimiento.
(-): Tubo no turbio, sin crecimiento.
Fuente: Elaboracion Propia

El cuadro anterior muestra los resultados para la concentracion minima
inhibitoria del colutorio frente a cepas de Candida albicans provenientes de siete
pacientes oncolégicos post tratamiento antineoplasico. Para ello se sometieron dichas
muestras a una dilucion del colutorio, cuyas concentraciones finales se muestran en
el encabezado correspondiente, en este caso las concentraciones se expresan en base

a la cantidad presente de nistatina en nuestra formulacion.

Observamos que para el caso del hongo Candida albicans se aprecia
crecimiento en la dilucion cuya concentracion es de 24000 Ul/ml, en cambio en
concentraciones superiores a esta, es decir, de 36000 a 60000 Ul/ml no se observa
crecimiento fungico, por lo tanto la concentracion minima inhibitoria fue de 36000

Ul/ml con relacién a la nistatina.

En conclusion la concentracién minima inhibitoria para la etapa de post
tratamiento es mayor en comparacion a la concentracién hallada en la evaluacion pre

tratamiento antineoplasico.
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3.2.2.4 Determinacion de la concentracién bactericida minima

CUADRO N° 23: Concentracién Bactericida Minima del colutorio frente a

cepas de Streptococcus presentes en secreciones orofaringeas de pacientes

oncoldgicos.
Placas 5 4 3 2 1 C
Conc. SMX (mg/ml) 1.2 096 | 0.72 | 048 | 0.24 --
Paciente 1 - - + + + +
Paciente 2 - - + + + +
Resultados Paciente 3 + + + + + +
muestras Paciente 4 - - + + + +
orofarffifcge Paciente 5 - - + + + +
Paciente 6 + + + + + +
Paciente 7 - + + + + +

(+): Placa con crecimiento.
(-): Placa sin crecimiento.
Fuente: Elaboracién Propia

El cuadro anterior muestra los resultados para la concentracion
bactericida minima del colutorio frente a cepas de Streptococcus provenientes de
siete pacientes oncoldgicos post tratamiento antineoplasico. El procedimiento es el
mismo que para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria, con la
diferencia que se realizd una resiembra en placa de los tubos sin turbidez. Del mismo
modo las concentraciones se expresan en base a la cantidad de sulfametoxazol

(240mg/100ml) presente en la formula del colutorio.

Observamos que para el caso de la bacteria Streptococcus no se aprecia
una concentracion bactericida, a pesar de que se repitieron algunas placas,
volviéndose a observar crecimiento microbiano, incluso en concentraciones de
1.2mg/ml, por lo que podriamos concluir que nuestro colutorio solo presentaria tanto
antes del tratamiento antineoplasico como después, solo una concentracion

inhibitoria minima mas no una concentracion bactericida minima.
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CUADRO N° 24: Concentracion Fungicida Minima del colutorio frente a cepas

de Candida albicans presentes en secreciones orofaringeas de pacientes

oncoldgicos.
Placas 5 4 3 2 1 C
Conc. Nistatina (Ul/ml) 60000 | 48000 | 36000 | 24000 | 12000 | --
Paciente 1 - - - + + +
Paciente 2 - - - + + +
Resultados ~ |-Laciente 3 - - - & + +
muestras Paciente 4 - - - + + +
orofaringeas Paciente 5 ] ] ] N s .
Paciente 6 - A : + + +
Paciente 7 - - L o + +

(+): Placa con crecimiento.
(-): Placa sin crecimiento.
Fuente: Elaboracion Propia

El cuadro anterior muestra los resultados para la concentracion fungicida
minima del colutorio frente a cepas de Candida albicans provenientes de siete
pacientes oncolégicos post tratamiento antineoplasico. El procedimiento es el mismo
que para la determinacion de la concentracién minima inhibitoria, con la diferencia
que se realizd una resiembra en placa de los tubos sin turbidez. Del mismo modo las
concentraciones se expresan en base a la cantidad de nistatina (1200000/100ml)

presente en la formula del colutorio.

Finalmente en atencion a las evaluaciones realizadas la formula

centesimal final quedaria como sigue:

Componente Cantidad
Carboximetil celulosa 400 mg
Sulfametoxazol 48 mg
Trimetroprim 9.6 mg
Lidocaina 60 mg
Nistatina 36000 Ul

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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Glicerina 5ml
Esencia de menta 0.5 ml
Agua csp. 100 ml

Figura N° 12: Cavidad oral luego del tratamiento con el colutorio, se evidencia la
ausencia de entidad clinica alguna

La presente preparacion esta formulada debido a los resultados hallados
en el presente estudio, considerando la concentracién inhibitoria minima (Bactericida
y Fungicida respectivamente)

Por lo que finalmente se recomienda en forma preliminar la utilizacion
del colutorio al 100% en atencién a los hallazgos de la evaluacion in vitro en la

presente investigacion

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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CONCLUSIONES

Primera

Se evalud la eficacia in vitro sobre muestras bucofaringeas de un colutorio
preventivo contra la mucositis de pacientes oncoldgicos del Hospital Carlos Alberto
Seguin Escobedo de Arequipa, antes y después de recibir su tratamiento

antineplésico.

Segunda

Se obtuvo un nimero de siete muestras antes de recibir el tratamiento antineoplasico
y siete después de recibir dicho tratamiento de pacientes oncolégicos atendidos en el
Hospital Carlos Alberto Seguin Escobedo de Arequipa.

Tercera

Mediante pruebas bioquimicas (catalasa, coagulasa y montaje con KOH) se
identificaron como microrganismos patdgenos causantes de mucositis en muestras de
la mucosa bucofaringea de pacientes oncolégicos del Hospital Carlos Alberto Seguin
Escobedo de Arequipa, a cepas de Streptococcus sp y Candida albicans.

Cuarta

Se formulé una forma farmacéutica liquida de aplicacion topica oral a dos
concentraciones (100 y 50%) teniendo como activo antimicético a la nistatina a
concentraciones de 1200000 Ul y 60000 Ul; como antibacteriano al sulfametoxazol a
240mg y 120mg, que luego de la evaluacion y determinacién de la concentracion
minima inhibitoria sobre Streptococcus y concentracion fungicida minima sobre

Candida albicans, la férmula quedé ajustada.
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Quinta

Se determind la sensibilidad de Streptococcus y Candida albicans causantes de
mucositis frente a dos formulaciones de un colutorio conteniendo nistatina y
cotrimoxazol, en muestras bucofaringeas de pacientes antes y después de recibir su
tratamiento antineoplasico, y debido a la formacion a halos de inhibicién mayores de

16mm se concluy6 que existe sensibilidad a los colutorios formulados.

Sexta

Antes del tratamiento quimioterapico la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
colutorio con nistatina y cotrimoxazol fue de 24000 Ul/ml y 0.48mg/ml
respectivamente, por otra parte la concentracién fungicida minima (CFM) para la
nistatina fue también de 24000 Ul/ml, no observandose concentracion bactericida
minima (CBM) para el cotrimoxazol. Después de recibir el tratamiento
antineoplasico la CMI fue de 0.48mg/ml y de 36000 Ul/ml para el antibacteriano y
antimicético respectivamente; la CFM para la nistatina fue de 36000 Ul/ml, tampoco
se observo CBM para el cotrimoxazol.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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SUGERENCIAS

Primera

Realizar un estudio clinico de fase | en pacientes sanos y de Fase Il para evaluar la
eficacia preventiva y curativa del colutorio contra la mucositis que contenga

0.48mg/ml de sulfametoxazol y 36000 Ul/ml de nistatina.

Segunda

Realizar un estudio de control de calidad del colutorio contra la mucositis que

contenga 0.48mg/ml de sulfametoxazol y 36000 Ul/ml de nistatina.

Tercera

Determinar el costo beneficio en el uso de un colutorio que contenga 0.48mg/ml de
sulfametoxazol y 36000 Ul/ml de nistatina, para la prevencion y tratamiento de la

mucositis en pacientes que reciban tratamiento antineoplasico.
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ANEXO N°1: MEDIOS DE CULTIVO

— CALDO PEPTONADO

Composicién:

Peptona de carne 10.0g
Extracto de carne 3.0¢
Cloruro de sodio 5090

Preparacion:

Para preparar un litro se utiliza 15 g del medio.

Procedimiento:

Colocar el medio en un matraz, afiadir agua destilada, disolver con ayuda

del mechero Bunsen hasta completa transparencia.

Esterilizar el medio en la autoclave por 15 minutos a 121°C.
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ANEXO N°2: MEDIO DE CONTRASTE

— ESCALA DE MC. FARLAND

Composicién:

Cloruro de bario 0.5ml
Acido sulfirico 99.5ml
Reaccion:

BaCl, + H,SO; — BaSO, (Turbidez)

Procedimiento:

Para preparar la suspension estandar se agrega 0.5ml de una solucion de

cloruro de bario 0.048 M a 99.5ml de una solucion de acido sulftrico 0.36 N.
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ANEXO N°3: DESCRIPCION DE LOS COMPONENTES DEL
COLUTORIO

COTRIMOXAZOL
a. Nombre comercial

No presenta.

b. Forma farmacéutica

Forma s6lida oral: comprimido.

c. Concentracion
Sulfametoxazol: 800 mg

Trimetoprima: 160 mg

d. Laboratorio fabricante

Laboratorio Medrock Corporation SAC

e. Numero de lote

103253

f. Fecha de vencimiento

Mar-2015

NISTATINA
a. Nombre comercial

Nistavan®
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b. Forma farmacéutica

Suspensién oral

c. Concentracion

100000 Ul/ml

d. Laboratorio fabricante

IQFARMA, Instituto Quimioterapico SA

e. Numero de lote

10622482

f. Fecha de vencimiento

06 2015

LIDOCAINA
a. Nombre comercial

Xilonest S.P. al 2%

b. Forma farmacéutica

Solucidn inyectable

c. Concentracion

0.4gr/20ml

d. Laboratorio fabricante

Medifarma S.A.
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e. Numero de lote

1115624

f. Fecha de vencimiento

11 2018

ESENCIA DE MENTA
a. Nombre comercial

Menta soluble

b. Presentacion

Frasco x 90 cc

c. Fabricante

Elyasan S.A.

d. Numero de lote

101042

e. Fecha de vencimiento

31-12-2017

CARBOXIMETIL CELULOSA
a. Nombre genérico
— BP: Dispersible cellulose
— PhEur: Carmellosa sodium

— USPNF: Carboxymethylcellulolse
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b. Sindénimos

Avicel, vivapur, colloidal cellulose.

c. Nombre quimico y nimero de registro CAS:

Cellulose [9004-34-6]

d. Férmula empirica y peso molecular

(CeH0s) , ~36000

e. Categoria funcional

Adsorbente, agente de suspension, diluyente de capsulas y tabletas,

disgregante de tabletas.

f. Aplicaciones en tecnologia farmacéutica.

Es utilizado para la elaboracion de geles tixotrépicos, como vehiculo de
suspension en preparaciones farmacéuticas y cosméticas. Concentraciones menores
al 1% generan dispersiones fluidas, mientras que concentraciones superiores al 1.2%
producen geles tixotropicos. Es usado en sprays nasales, sprays y lociones tdpicas,

suspensiones orales, emulsiones, cremas y geles.

g. Descripcién

Se presenta como polvo blanco higroscdpico con olor caracteristico.

GLICERINA
a. Nombre genérico
— BP: Glicerol
— JP: Concentrated Glycerin

— PhEur: Glicerol
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— USPNF: Glycerin

b. Sinénimos

Croderol, glicerol, glicerina, Glycerin, Glycon G-100.

c. Nombre quimico y nimero de registro CAS:

Propane-1, 2, 3-triol [56-81-5]

d. Férmula empirica y peso molecular

CsHsOs 92.09

e. Categoria funcional

Preservante antimicrobiano, cosolvente, emoliente, humectante, plastificante,
disolvente, agente edulcorante, agente de tonicidad.

f. Aplicaciones en tecnologia farmacéutica.

La glicerina es utiliza en una amplia variedad de formulaciones
farmacéuticas incluyendo preparaciones orales, Oticas, oftalmicas, tdpicas y

parenterales.

En las formulaciones farmacéuticas y cosméticas topicas, la glicerina es
utilizada principalmente por sus propiedades humectantes y emolientes. La glicerina
se utiliza como un disolvente o codisolvente en cremas y emulsiones. La glicerina se
utiliza adicionalmente en geles acuosos y no acuosos y también como aditivo en
aplicaciones de parches. En formulaciones parenterales la glicerina se utiliza

principalmente como un disolvente y codisolvente.

En soluciones orales, la glicerina se utiliza como disolvente, edulcorante,
agente conservante antimicrobiano, como agente que aumenta la viscosidad, también

se utiliza como un plastificante y en recubrimientos de pelicula.

La glicerina se utiliza como un plastificante de gelatina en la produccion
de capsulas de gelatina blanda y supositorios de gelatina.
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La glicerina se emplea como un agente terapéutico en una variedad de

aplicaciones clinicas, y también se utiliza como un aditivo alimentario.

g. Descripcion

La glicerina es un liquido claro, incoloro, inodoro, viscoso, hidroscépico,

tiene un sabor dulce, aproximadamente 0.6 veces méas dulce que la sacarosa.

h. Propiedades fisicas

— Solubilidad: Précticamente insoluble en aceites, benceno y cloroformo,
soluble en etanol (95%), soluble en metanol y agua.

— Densidad: 1.2656 g/cm®

i. Incompatibilidades

La glicerina pueda explotar si se mezclan con agentes oxidantes fuertes,
tales como trioxido de cromo, clorato de potasio o permanganato de potasio. En
solucion diluida, la reaccién procede a una velocidad mas lenta con varios productos

de oxidacion que se forman.

Un contaminante de hierro en la glicerina, es responsable del
oscurecimiento del color de las mezclas que contienen fenoles, salicilatos y taninos.
La glicerina forma un complejo de acido bérico, acido glicerobdrico, que es un acido

maés fuerte que el &cido borico.

J. Seguridad

La glicerina se produce de forma natural en grasas y aceites animales y
vegetales que son consumidos como parte de una dieta normal. La glicerina se
absorbe facilmente desde el intestino y se metaboliza en didéxido de carbono y

glucdgeno utilizando en la sintesis de grasas del cuerpo.

La glicerina se utiliza en una amplia variedad de formulaciones

farmaceéuticas incluidas las preparaciones orales, oftalmicas, parenterales y topicas.
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Los efectos adversos son principalmente debido a las propiedades deshidratantes de

la glicerina.

Las dosis orales son emoliente y laxante suaves, grandes dosis puede
producir dolor de cabeza, sed, nauseas, e hiperglicemia. La administracion
terapéutica parenteral de una gran dosis de glicerina, de 70 a 80 g durante 30 a 60
minutos en adultos para reducir la presion intracraneal, puede inducir hemélisis,

hemoglobinuria e insuficiencia renal.
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