Ardila Medina CM, Alzate Vega ], Guzman Zuluaga IC.
Eficacia in vitro de la moxifloxacina frente a Candida albicans en enfermedad periodontal

Eficacia in vitro de la moxifloxacina frente a Candida

albicans en enfermedad periodontal’

In vitro antifungal activity of moxifloxacin against Candida isolates from
periodontal disease

ARDILA MEDINA CM* Ardila Medina CM, Alzate Vega ], Guzman Zuluaga IC. Eficacia in

ALZATE VEGA J** vitro de la moxifloxacina frente a Candida albicans en enfermedad

GUZMAN ZULUIAGA [C#¥% periodontal. Av Periodon Implantol. 2014; 26, 1: 45-50.
RESUMEN

Introduccién: La periodontitis crénica esta asociada a una compleja y diversa flora microbiana que
incluye posiblemente especies de Candida.

Objetivo: Evaluar la presencia de Candida y su susceptibilidad in vitro a la moxifloxacina en pacien-
tes con periodontitis crénica.

Materiales y métodos: Se usé una técnica de diluciones seriales para evaluar la susceptibilidad de
la Candida a la moxifloxacina. Se utilizé el porcentaje de individuos con al menos una bolsa infecta-
da para describir la presencia de individuos positivos a especies de Candida.

Resultados y conclusiones: se detectaron especies de Candida en 13,2% de 76 pacientes con perio-
dontitis crénica. La moxifloxacina inhibié significativamente el crecimiento de Candida (90%). La
moxifloxacina puede ser una buena alternativa para el tratamiento de Candida debido a que en
situaciones especificas la sobreinfeccién por este microorganismo puede responder inadecuada-
mente a tratamientos periodontales convencionales.
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SUMMARY

Introduction: Chronic periodontitis is associated with a widely diverse and complex subgingival
microbiota including possibly Candida species.

Objective: prevalence and in vitro antifungal sensitivity of isolates of Candida species were examined
in chronic periodontitis patients.

Materials and Methods: Antifungal susceptibility testing of the isolates for moxifloxacin was performed
by serial dilutions technique. The presence of Candida species-positive individuals were described
as the percentage of individuals with at least one infected pocket.

Results and conclusions: Candida species were detected in 13.2% of 76 chronic periodontitis patients.
Moxifloxacin significantly inhibited the growth of Candida (90%). Moxifloxacin may be a good
alternative for the treatment of yeasts in periodontitis for the reason that under specific situations
the superinfection by Candida can be refractory to conventional periodontal treatments.
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INTRODUCCION

La periodontitis crénica estd asociada a una diversay
compleja flora subgingival que incluye bacterias gram
positivas y gram negativas, microorganismos anaero-
bios y facultativos, y posiblemente especies de
Candida.Las especies de Candida son patégenos opor-
tunistas que causan enfermedades en huéspedes com-
prometidos con procesos patolégicos locales o sisté-
micos (1). La candidiasis es la infeccién micética mas
comun en el ser humano. En la cavidad oral, las leva-
duras colonizan frecuentemente la lengua, el paladar
vy la mucosa bucal (2) y puede observarse en placa
subgingival de adultos con periodontitis (3-7). La
Candida albicans es la especie de levaduras observa-
da con mayor frecuencia (7,1-26,9%) en periodontitis
cronica (3-7). Ademas, la proporcién de levaduras en
las bolsas periodontales es similar a la de algunos
periodontopatdégenos, sugiriendo un posible papel de
las especies de Candida enla patogénesis de la enfer-
medad periodontal (3-9). Las especies de Candida
pueden conducir a infecciones periodontales graves
en pacientes inmuno comprometidos o en individuos
bajo terapia antimicrobiana por largos periodos de
tiempo (8, 9). Bajo situaciones especificas, como en el
caso de pacientes inmuno suprimidos, la sobreinfec-
cién por Candida puede ser refractaria a tratamientos
periodontales convencionales (7,9, 10). Se sugirié tam-
bién que Candida albicans puede contribuir al desa-
rrollo de enfermedades periodontales necrotizantes
en pacientes infectados con el virus de la inmuno de-
ficiencia humana (10). Como fue anotado por Slots y
cols. (3,9),las especies de Candida pueden contribuir
al progreso de la periodontitis y ocasionalmente pue-
den causar complicaciones sistémicas.

La bolsa periodontal y el fluido crevicular son ambiente
favorables para la germinacién y el crecimiento de
hifas de Candida (7). Este tipo de hifas tienen la habili-
dad de penetrar los tejidos del huésped y pueden ad-
herirse a las superficies del huésped en una mayor
extension que las levaduras (7). La Candida se ha en-
contrado en las capas externas de la placa bacteriana
Yy parece que actiia como barrera entre la inmunidad
del huésped y las capas internas de la biopelicula (7).
De esta manera, Candida albicans puede cumplir un
papel en la evasién inmune de la placa en infeccio-
nes periodontales y en la inflamacién destructiva de
los tejidos subyacentes (7). La pobre respuesta ob-
servada a la terapia mecanica convencional en pa-
cientes con periodontitis crénica que presentan
Candida en placa subgingival, puede deberse a sus
propiedades invasivas y a su distribucién en los teji-
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dos intraorales (11).Por estas razones, se recomienda
la administracion sistémica adjunta de antimicrobia-
nos con el fin de suprimir la Candida presente en pla-
ca subgingival (9).

El desafio clinico en el tratamiento de las infecciones
con levaduras se debe en parte a la acciéon fungistatica
de la mayoria de los medicamentos empleados, los
cuales requieren un curso prolongado de la terapia,
ocasionando efectos colaterales marcados (por ejem-
plo, anfotericina B) (12). Ademas, pruebas de suscep-
tibilidad antifungica, revelan alta resistencia de las
especies de Candida a los azoles (13). Nuevos medica-
mentos antifungicos y/o el aumento de la terapia ac-
tual pueden mejorar los resultados terapéuticos.

La moxifloxacina es una nueva 8-metoxi-quinolona oral
con un amplio espectro de actividad. Es activa contra
bacterias gram-positivas y gram-negativas multirresis-
tentes, bacterias aerobias y anaerobias, y microorga-
nismos atipicos (14, 15). La actividad bactericida de
las fluoroquinolonas se basa principalmente en sus
efectos inhibitorios sobre la ADN girasa bacteriana (to-
poisomerasa II) (15). Las fluoroquinolonas pueden te-
ner un efecto similar en las topoisomerasas de las le-
vaduras (16-19).Shen y Fostel (16) fueron los primeros
en sugerir la topoisomerasa II como un blanco poten-
cial para nuevos agentes antifingicos. Otros informes
indican potenciacién por parte de las fluoroquinolo-
nas en la actividad antifiungica de la anfotericina B y el
fluconazol, tanto in vivo como in vitro (18, 19).

De esta manera, el objetivo de este estudio fue eva-
luar la actividad antifingica de la moxifloxacina frente
a especies de Candida presentes en placa subgingi-
val de pacientes con periodontitis crénica.

MATERIALESY METODOS
Sujetos

En este estudio se invitaron a participar 76 sujetos sis-
témicamente sanos (45 mujeres y 31 hombres) que asis-
tieron a las clinicas odontolégicas de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Antioquia entre oc-
tubre de 2008 y marzo de 2009. Cada participante fir-
mé un consentimiento informado. El Comité de Etica
de la Sede de Investigacién Universitaria de la Univer-
sidad de Antioquia aprobé el disefio del estudio te-
niendo en cuenta la Declaracién de Helsinki sobre
experimentacién que involucra seres humanos. Para
participar en esta investigacién, se consideraron
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como candidatos, pacientes con diagnostico de perio-
dontitis crénica. Los criterios de exclusiéon fueron em-
barazo, lactancia, presencia de diabetes o cualquier
enfermedad sistémica que alterara el curso de la en-
fermedad periodontal, terapia periodontal en el tlti-
mo afio, y utilizacién de antimicrobianos o antiinfla-
matorios no esteroides en los seis meses previos al
examen clinico y a la toma de muestras microbiolo-
gicas.

Evaluacién clinica

A cada paciente se le realizé una historia clinica, ade-
mas de un examen clinico y radiografico completo.
Uno de los autores (CA) realizé todos los examenes
clinicos. La profundidad de sondaje (PS), el nivel de
insercioén clinica (NIC), y la presencia de sangrado,
supuracién y placa se midieron en seis sitios (mesio-
bucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y me-
siolingual) usando una sonda periodontal calibrada
(UNC-15,Hu-Friedy, Chicago, IL). El diagnéstico de pe-
riodontitis crénica se realiz6 segun los criterios reco-
mendados por la Academia Americana de Periodon-
cia (AAP) (20).

Muestreo microbiolégico

Se tomaron muestras microbiolégicas de los pacien-
tes en sitios con una profundidad de sondaje > 5 mm.
Para el muestreo se seleccionaron las seis bolsas pe-
riodontales més profundas. Después de aislar la zona
con algodén y remover la placa supragingival con cu-
reta, se insertaron conos de papel estéril en cada bol-
sa periodontal durante 20 segundos. Las muestras de
cada paciente se depositaron en 2 mL de medio de
transporte (Viability Medium Géteborg Anaerobically
III: VMGA III) (21) y se llevaron al laboratorio de mi-
crobiologia de la Facultad de Odontologia de la Uni-
versidad de Antioquia para procesarlas dentro de las
dos horas siguientes.

Cultivo de levaduras: Las muestras fueron inoculadas
en agar dextrosa de Saboraud (ADS) y fueron inocu-
ladas también en Agar HiCrome diferencial (agar
CHROM) (Hi Media Pvt. Ltd., Mumbai) para mejorar
la identificacién de las especies, teniendo presente
la morfologia de la colonia coloreada. Las placas de
ADS y de agar CHROM se incubaron a 37° C durante
48 horas. Los aislamientos se caracterizaron por la rea-
lizacién de las siguientes pruebas: produccién tubo
germinal, formacién de clamidosporas en agar harina

de maiz, perfil de la asimilacién de azicar y el creci-
miento diferencial en ADS a 37° C y 42° C (22, 23).Para
cada aislamiento se preparé un inoculo en una solu-
cién salina estéril y se ajusté a un patrén de turbidez
0,5 McFarland (102 ufc/ml) utilizando un espectrofoté-
metro.

Pruebas de sensibilidad antifungica

Para la evaluacién in vitro de la actividad antifungica
de la moxifloxacina se utilizaron los aislamientos de
Candida recuperados de placa subgingival. Lias prue-
bas de susceptibilidad antifungica de los aislamientos
se realizaron mediante la técnica de diluciones seria-
das de acuerdo con el Comité Nacional para Normas
del Laboratorio Clinico (NCCLS) (24). Se preparé mo-
xifloxacina sin diluir y también se prepararon dilucio-
nes en serie de la preparacién comercial. Se obtuvie-
ron tres diluciones de moxifloxacina al 0,5%, 0,25% y
0,125%. Se inocularon tres tubos, cada uno con 1 ml de
3 diluciones de moxifloxacina, con 50 pl de 0,5
McFarland. Los tubos se incubaron a 35° C durante 24
horas. Las alicuotas se sembraron en agar Sabouraud
y se incubaron a 35° C durante 24 horas. Las colonias
se contaron y registraron a las 24 horas.

Analisis estadistico

Para describir las variables relacionadas con los suje-
tos y los dientes se realizé un andlisis exploratorio
sobre la distribucién de los indices PS y NIC utilizan-
do medidas de tendencia central y de dispersiéon. Se
obtuvieron frecuencias y proporciones de las espe-
cies de Candida. Para las variables placa bacteriana,
sangrado al sondaje, y supuracién se calcularon fre-
cuencias y proporciones. Se utilizé la prueba de chi-
cuadrado para evaluar la diferencia entre presencia
de sangrado frente a la presencia o ausencia de
Candida.También se usé la prueba de Mann-Whitney
para determinar las diferencias en la PS y el NIC en
presencia o ausencia de Candida. Se usé un programa
estadistico para todos los andlisis (SPSS, versién 15,
Chicago, IL).

RESULTADOS

Se estudiaron 31 hombres (41%) y 45 mujeres (59%)
con periodontitis crénica (edad: 46%8,1 afios), de los
cuales fumaban el 22%. Las tablas 1 y 2 presentan las
caracteristicas clinicas y demogréaficas de los pacien-
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TABL@ 1.- CARACTERISTICAS
DEMOGRAFICAS DE PACIENTES CON
PRESENCIA DE CANDIDA
Parametro Presencia

de Candida
n 10
% 13,2
Edad (afiostDE) 39,615,9
Género
* % mujeres 70%
* % hombres 30%
Habito de fumar
¢ % no-fumadores 70%
* % fumadores 30%
DE: desviacién estandar.

TABLA 2.- CARACTERISTICAS
CLINICAS DE PACIENTES CON
PRESENCIA DE CANDIDA EN PLACA

SUBGINGIVAL
Parametro Presencia
de Candida

Profundidad de sondaje (mm=*DE) 3t1,2
Nivel de insercién clinica (mm*DE) 3,8%1,7

% sangrado al sondaje (%*DE) 69+21

% placa bacteriana (%*DE) 46128

% supuraciéon (%*DE) 14%3,1

mm: milimetro; DE: desviacién estandar.

tes con presencia de Candida.Se observaron especies
de Candidaen 10 (13,2%,Tabla 1) de 76 pacientes con
periodontitis crénica. Las mujeres (7/45; 15,8%) pre-
sentaron mas Candida que los hombres (3/31; 9,8%,
p<0,001). Se observé Candida albicans en 8 pacien-
tes y en dos sujetos se encontraron dos especies sin
especificar. Las pruebas de microdilucién de la mo-
xifloxacina mostraron una inhibicién significativa del
crecimiento de Candida (90%) en todas las concen-
traciones no diluidas. No hubo crecimiento de los or-
ganismos en el control estéril.
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DISCUSION

En el presente estudio se identificaron especies de
Candida en placa subgingival en el 13,2% de 76 pa-
cientes con periodontitis crénica. Slots y colaborado-
res (9) observaron frecuencias similares (13-14%) alas
encontradas en esta investigacién. En el estudio de
Slots y colaboradores (9) todos los pacientes fueron
sometidos a terapia mecdanica convencional y la ma-
yoria de ellos recibieron uno o mas tratamientos con
antibioéticos a corto plazo. Es importante tener presen-
te que en ese estudio todos los sitios de muestreo fue-
ron definidos como no respondedores o refractarios a
la terapia periodontal. Otro estudio realizado por Slots
y colaboradores (3) también registré 16,8% de bolsas
periodontales infectadas por levaduras en pacientes
con pobre respuesta a la terapia periodontal. Al igual
que en el presente estudio la levadura mas frecuente-
mente fue C. albicans. El alto potencial patogénico de
estos microorganismos (3) puede representar una cau-
sa de fracaso en la terapia periodontal (7,9, 10). Se des-
conoce el papel de las especies de Candida en la pato-
génesis de la periodontitis, pero algunos investigadores
sugieren que estos patégenos pueden tener gran im-
pacto en el progreso y tratamiento de la enfermedad
periodontal (3,7, 9, 10). Como ha sefialado Slots y cols.
(258), las levaduras persisten después de terapia me-
canicay quirtirgica. Se requieren estudios adicionales
para evaluar los factores de riesgo, los mecanismos de
virulencia, y el impacto del tratamiento en pacientes
que presenten Candida en placa subgingival.

La susceptibilidad antimicrobiana obtenida en el pre-
sente estudio sugiere que la moxifloxacina tiene el
potencial para erradicar especies de Candida. La mo-
xifloxacina es una nueva fluoroquinolona de amplio
espectro incluyendo anaerobios y microorganismos
gram-positivos, especialmente aquellos multirresisten-
tes (26). Presenta ademas excelente biodisponibilidad,
alargo y mediano plazo, buena penetracioén tisular (27)
y tolerancia (28).

En el presente estudio la prueba de microdilucién re-
veld que la actividad antifingica fue mas evidente con
concentraciones de moxifloxacina sin diluir: 0,5% (0,5
mg/ml), inhibiendo significativamente el crecimiento
de casi todas las especies de Candida. Sin embargo,
las actividades de los farmacos in vivo pueden ser di-
versas, lo que impide realizar cualquier conclusién
sobre la eficacia clinica.

Son pocos los estudios previos que sugieren una acti-
vidad antifungica de las fluoroquinolonas (16-19, 29).
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Sin embargo, otros antibacterianos como la minocicli-
na también presentaron actividad antifungica en va-
rios estudios (30-32).

Recientemente, la FDA aceptd la incorporacién de 22
agentes patdgenos a la eficacia in vitro de la moxiflo-
xacina, incluyendo muchas micobacterias atipicas (29).
Las fluoroquinolonas tienen actividad bactericida que
se determina principalmente por su actividad contra
el ADN girasa (topoisomerasa II) y la topoisomerasa
IV, dos enzimas con funciones esenciales en la sintesis
de ADN (16-17).Los principales hongos patégenos tie-
nen altos niveles de topoisomerasa I, lo cual permite
explicar la eficacia in vitro de la moxifloxacina frente a
especies de Candida (18).

CONCLUSIONES

Su buena actividad contra las especies de Candida
sugiere el uso potencial de la moxifloxacina como an-
tibidtico adjunto al tratamiento de infecciones mixtas
periodontales. La realizacion de estudios que incluyan
una mayor cantidad de aislamientos, podria permitir
el desarrollo de fluoroquinolonas antifungicas dirigi-
das particularmente a las topoisomerasas de las leva-
duras. El buen resultado obtenido por la moxifloxaci-
na puede ser un indicio para realizar pruebas de este
antibiético en ensayos clinicos controlados.
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