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Resumen  Las  infecciones  orales  causadas  por  levaduras  del  género  Candida  son  muy  comunes
en pacientes  con  factores  predisponentes,  ya  sea  por  estados  fisiológicos  o  ciertas  patologías
de base.  Estos  cuadros  pueden,  además,  evolucionar  hacia  formas  diseminadas.  En  este  trabajo
se evaluaron  in  vitro  algunos  protocolos  de  terapia  antifúngica  fotodinámica  contra  levaduras
del género  Candida,  para  establecer  las  condiciones  óptimas  de  radiación  luego  de  aplicar
compuestos  fotosensibilizantes.  Se  evaluaron  39  cepas  de  distintas  especies  de  Candida, que
se expusieron  a  12  colorantes,  8  fuentes  de  radiación  y  3  tiempos  de  exposición.  El  azul  de
toluidina combinado  con  la  exposición  a  luz  proveniente  de  lámpara  de  diodo  emisor  de  luz
(LED) tipo  reflector  de  20  W  durante  60  minutos  mostró  una  buena  actividad  fotodinámica.
Dadas las  desventajas  asociadas  al  uso  de  antifúngicos  convencionales,  como  la  aparición  de
cepas resistentes,  de  recidivas  y  de  efectos  adversos,  la  terapia  antifúngica  fotodinámica  es
una estrategia  promisoria  para  el  tratamiento  de  infecciones  localizadas.
© 2021  Asociación  Argentina  de  Microbioloǵıa.  Publicado  por  Elsevier  España,  S.L.U.  Este  es  un
art́ıculo Open  Access  bajo  la  licencia  CC  BY-NC-ND  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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ue  to  yeasts  of  the  genus  Candida  are  very  common  in  patients  with
s  physiological  conditions  or  certain  underlying  diseases.  Moreover,

olve  into  disseminated  forms.  In  this  work,  strains  of  the  genus  Can-
ish  the  optimal  radiation  conditions  for  photosensitizing  compounds,
l  therapy  protocol.  A  total  of  39  isolates  were  evaluated.  The  strains
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were  exposed  to  twelve  dyestuffs,  eight  radiation  sources  and  three  different  exposure  times.
Orthotoluidine  blue  exhibited  good  photodynamic  activity,  in  combination  with  exposure  to  a
20 W  reflector  lamp  LED  (light-emitting  diode)  light  for  60  minutes.  When  considering  the  diffi-
culties of  using  conventional  antifungal  drugs,  the  emergence  of  resistant  strains,  recurrences,
and adverse  reactions  of  certain  commonly  used  drugs,  the  photodynamic  antifungal  therapy  is
a promising  strategy  for  the  treatment  of  localized  infections.
© 2021  Asociación  Argentina  de  Microbioloǵıa.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  This  is  an
open access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

e
a
p
i
m
s
c
a
a
r
c
c
m
g
v
c
t

m
a
b
p
p
y
e
t
b
c
(
L
z
t
l
s
c
c

d
m
d
t
b

a

p
a

t
r
d
p
u
s
e
m
d
d
f
b
d
c

t
t
ó

o
C
d
U
e
2
e

s
p
C
m
c
c
e
2
d
d
e
l

Las  candidiasis,  producidas  por  levaduras  de  diversas
species  pertenecientes  al  género  Candida,  presentan  una
mplia  variedad  de  cuadros  clínicos1.  Estos  hongos  forman
arte  de  la  microbiota  habitual  de  la  boca,  el  sistema  gastro-
ntestinal,  la  piel  y  la  vagina,  y  solo  producen  infección  en  la
ucosa  en  presencia  de  factores  predisponentes,  de  ahí  que

ean  considerados  hongos  oportunistas13.  Generalmente,  la
andidiasis  se  origina  de  manera  endógena  y  suele  atribuirse

 una  de  estas  dos  causas:  desequilibrio  de  la  microbiota
compañante  o  enfermedades  y  procesos  que  influyen  en  la
espuesta  inmunitaria,  como  tratamientos  prolongados  con
orticoides,  edades  extremas,  síndrome  de  inmunodeficien-
ia  adquirida,  entre  otros.  Habitualmente,  las  candidiasis  se
anifiestan  como  enfermedades  leves  de  la  mucosa  oral  y

enital,  de  la  piel  y  de  las  uñas.  En  ocasiones,  pueden  vol-
erse  recurrentes  y  en  forma  menos  frecuente  presentarse
omo  candidiasis  invasoras  en  individuos  inmunocomprome-
idos,  con  morbilidad  y  mortalidad  muy  altas11.

La  especie  más  importante  desde  el  punto  de  vista
édico-odontológico  es  Candida  albicans,  aunque  de

cuerdo  con  diversos  autores,  se  han  aislado  de  la  cavidad
ucal  otras  especies,  como  Candida  krusei, Candida  tro-
icalis,  Candida  glabrata,  Candida  dubliniensis  y  Candida
arapsilosis,  así  como  levaduras  de  otros  géneros  inclu-
endo  Saccharomyces  cerevisiae8,12,14.  En  concordancia  con
sto,  un  trabajo  realizado  en  60  pacientes  oncológicos  en
ratamiento  con  radioterapia  y  que  presentaron  lesiones
ucales  mostró  como  especie  prevalente  a  C.  albicans  (22
epas),  seguida  de  C.  tropicalis  (13  cepas),  C.  parapsilosis
6  cepas),  C.  dubliniensis  (1  cepa)  y  S.  cerevisiae  (1  cepa).
a  mayoría  de  los  aislamientos  fueron  sensibles  a  clotrima-
ol  y  nistatina,  fármacos  usualmente  empleados  en  forma
ópica;  no  se  observó  lo  mismo  con  miconazol.  En  cuanto  a
a  evaluación  del  comportamiento  frente  a  fármacos  de  uso
istémico,  aunque  en  general  fueron  sensibles  a  anfoteri-
ina  B,  fluconazol,  itraconazol  y  voriconazol,  se  observaron
epas  resistentes  a  algunos  azoles2.

Las  dificultades  que  se  presentan  en  el  tratamiento
e  estas  infecciones  están  relacionadas,  fundamental-
ente,  con  el  reducido  número  de  agentes  antifúngicos
isponibles  en  el  mercado,  la  aparición  de  cepas  resis-
entes  y  la  habilidad  de  este  grupo  para  desarrollar

iopelículas.

Las  levaduras  en  biopelículas  presentan  una  capacidad
lrededor  de  1.000  veces  mayor  que  las  células  planctónicas

b
q
d

28
ara  comportarse  como  tolerantes  a fármacos  antifúngicos,
un  sin  portar  genes  específicos  de  resistencia7.

La  terapia  antifúngica  fotodinámica,  llamada  también
erapia  fotosensitiva  o  fotoquimioterapia,  adquirió  gran
elevancia  en  los  últimos  años  en  respuesta  a  la  demanda
e  tratamientos  eficaces  contra  algunas  infecciones7. Este
roceso  utiliza  compuestos  fotosensibilizantes  seguido  de
na  activación  con  una  lámpara  de  luz  específica6 en  pre-
encia  de  oxígeno  molecular.  De  este  modo  se  generan
species  reactivas  del  oxígeno,  que  son  nocivas  para  los
icroorganismos15,  con  la  ventaja  de  que  los  efectos  secun-
arios  son  escasos  (por  lo  común,  picazón,  ardor,  calor  o
olor,  que  se  alivian  con  la  aplicación  de  aire  frío,  agua
ría  o  algún  anestésico  de  uso  local),  predecibles  y  maneja-
les.  Este  tratamiento  no  afecta  al  tejido  sano5;  además,  ha
emostrado  ser  efectivo  tanto  frente  a  células  planctónicas
omo  a  aquellas  que  se  encuentran  formando  biopelículas7.

El  objetivo  del  presente  trabajo  fue  evaluar  la  efec-
ividad  de  diferentes  colorantes,  fuentes  de  irradiación  y
iempos  de  exposición,  a  fin  de  establecer  las  condiciones
ptimas  que  permitan  su  aplicación  en  terapia  fotodinámica.

Se  utilizaron  39  cepas  de  Candida  aisladas  de  candidiasis
rofaríngea,  provenientes  de  la  Colección  de  Cultivos  del
entro  de  Referencia  de  Micología  (CEREMIC)  dependiente
e  la  Facultad  de  Ciencias  Bioquímicas  y  Farmacéuticas  de  la
niversidad  Nacional  de  Rosario.  Las  levaduras  se  sembraron
n  agar  Sabouraud  glucosa  (ASG)  (Britania)  y  se  incubaron  a
8 ◦C  por  24-48  h.  Se  realizó  un  inóculo  en  solución  fisiológica
stéril,  que  se  ajustó  a 1-5  ×  103 UFC/ml.

La  actividad  antifúngica  fotodinámica  se  determinó
iguiendo  los  lineamientos  del  documento  M27-Ed4  emitido
or  el  Instituto  de  Normas  Clínicas  y  de  Laboratorio  (CLSI,
linical  and  Laboratory  Standards  Institute)3.  Las  deter-
inaciones  fueron  realizadas  en  paralelo,  bajo  irradiación

on  luz  blanca  proveniente  de  diferentes  lámparas  de  uso
omercial  para  iluminación  domiciliaria  y  en  oscuridad.  Se
nsayaron  lámparas  bajo  consumo  tipo  espiral  de  15  W  y
3  W,  lámparas  de  diodos  emisores  de  luz  [light-emitting
iode  (LED)]  tipo  bulbo  de  15  W  y  20  W;  lámparas  LED  tipo
icroicas  de  7  W  y  11  W,  y  reflectores  LED  de  10  W  y  20  W.  Se
valuaron  12  colorantes:  violeta  de  genciana,  azul  de  meti-
eno,  rojo  de  metilo,  azul  de  toluidina,  heliantina,  rosa  de

engala,  rojo  fenol,  naranja  de  acridina,  verde  de  mala-
uita,  azul  de  anilina,  púrpura  de  bromocresol  y  sangre  de
ragón.
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Figura  1  Microplacas  con  concentraciones  decrecientes  de  los  colorantes  ensayados:  violeta  de  genciana  (VG),  azul  de  metileno
( E),  ro
v a  (AA
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AM), rojo  de  metilo  (RM),  azul  de  toluidina  (AT),  heliantina  (H
erde de  malaquita  (VM),  sangre  de  dragón  (SD),  azul  de  anilin

Con  los  colorantes  se  prepararon  soluciones  madre  de
2,5  mg/ml  en  dimetilsulfóxido  (DMSO).  Con  diluciones  1/25
e  estas  soluciones  se  completó  la  primera  hilera  de  poci-
los  de  microplacas  de  96,  y  luego  se  hicieron  diluciones  al
edio  en  forma  seriada  en  el  medio  Roswell  Park  Memorial

nstitute-1640  (RPMI-1640)  (SIGMA),  a  los  efectos  de  obtener,
uego  de  realizados  los  inóculos,  concentraciones  finales  en
l  rango  250-0,12  �g/ml  (fig.  1).  A  continuación,  se  colocó
l  inóculo  de  las  levaduras  y  se  expusieron  las  placas  a
adiación  con  las  diferentes  fuentes  de  luz  visible  durante
0,  60  y  90  minutos.  Posteriormente  se  incubaron  durante
4  h  a  37 ◦C.  Se  realizaron  los  siguientes  controles:  control
e  viabilidad  del  microorganismo  en  medio  de  cultivo  sin
ingún  colorante,  control  de  esterilidad  de  los  compuestos
nsayados  y  control  de  esterilidad  del  medio  de  cultivo.  La
áxima  concentración  de  DMSO  utilizada  en  los  ensayos,  que

orrespondió  a  la  primera  hilera  de  pocillos,  fue  del  2%;  la
isma  concentración  se  reprodujo  en  los  pocillos  de  con-

rol  de  viabilidad;  sin  que  se  afecte  el  desarrollo  fúngico
n  ningún  caso.  Paralelamente,  se  realizaron  ensayos  bajo
as  mismas  condiciones,  pero  en  microplacas  cubiertas  con
apel  aluminio  para  evitar  la  exposición  a  la  luz.  Todas  las
eterminaciones  se  llevaron  a  cabo  por  duplicado.

Transcurrida  la  incubación,  se  evaluó  la  viabilidad  en  los
ocillos  mediante  la  realización  de  subcultivos  en  ASG.  De
ste  modo  se  determinó  la  concentración  fungicida  mínima
CFM),  interpretada  como  la  menor  concentración  de  colo-
ante  que  inhibió  totalmente  el  desarrollo  fúngico  (fig.  2).
e  consideraron  fotosensibilizantes  aquellos  colorantes  que
emostraron  actividad  (CFM  <  250  �g/ml)  solamente  bajo
rradiación.

No  se  observó  actividad  antifúngica  fotosensibilizante  en
os  experimentos  irradiados  con  lámparas  de  LED  tipo  bulbo

 tipo  dicroicas,  mientras  que  fueron  eficaces  las  lámpa-
as  bajo  consumo  tipo  espiral  (23  W  flujo  luminoso  1.450  lm,
ficacia  lumínica  �  =  63  lm/W  luz  clara  6.500  K)  y  los  reflec-
ores  LED  (18  mm  ×  18  mm,  de  20  W,  flujo  luminoso  1.800  lm,
uz  clara,  ángulo  de  incidencia  120◦,  6.000  K).  Bajo  estas
ondiciones,  la  mayor  actividad  antifúngica  fotosensibili-
ante  se  observó  con  el  azul  de  toluidina  (tabla  1),  en  tanto

ue  el  verde  de  malaquita  y  el  naranja  de  acridina  pre-
entaron  solo  actividad  marginal.  El  violeta  de  genciana
emostró  actividad  tanto  bajo  irradiación  como  en  oscuridad
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sa  de  bengala  (RB),  rojo  fenol  (RF),  naranja  de  acridina  (NA),
) y  púrpura  de  bromocresol  (PB).

CFM  =  125  �g/ml),  por  lo  que  esta  no  puede  relacionarse  con
otosensibilización,  mientras  que  el  resto  de  los  colorantes
ueron  inactivos  bajo  ambas  condiciones  (CFM  >  250  �g/ml).
l  menor  tiempo  de  exposición  que  permitió  obtener  resul-
ados  satisfactorios  fue  60  minutos.

En  pacientes  oncológicos,  trasplantados  o  con  otros
stados  de  inmunocompromiso,  son  frecuentes  las  compli-
aciones  orales,  entre  ellas,  las  infecciones  producidas  por
evaduras.  Esto  último  pone  de  manifiesto  la  necesidad  de
uscar  nuevas  estrategias  para  el  abordaje  de  estas  pato-
ogías,  en  especial,  para  aquellos  pacientes  sometidos  a
últiples  protocolos  de  tratamiento  por  su  enfermedad  de
ase,  que  presentan  infecciones  con  sensibilidad  disminuida

 los  fármacos  de  uso  común.
Si  bien  las  terapias  fotodinámicas  fueron  descriptas

ace  más  de  un  siglo4, el  desarrollo  de  nuevas  fuentes  de
adiación  representa  un  avance  novedoso  en  el  tema.  Los
esultados  de  este  estudio,  en  concordancia  con  lo  descripto
or  Qin  et  al.10 respecto  de  infecciones  bacterianas,  mues-
ran  que  el  azul  de  toluidina  puede  ser  útil  en  el  tratamiento
e  pacientes  con  candidiasis  orofaríngeas,  utilizando  como
uentes  de  radiación  para  la  terapia  antifúngica  fotodiná-
ica  láseres  y  fuentes  de  luz  no  coherente.  Sin  embargo,
ara  la  dermatología,  las  fuentes  no  láser  son  superiores  a
os  sistemas  láser  debido  a  su  gran  campo  de  iluminación,
enor  costo,  tamaño,  confiabilidad  y  fácil  configuración9.
Para  minimizar  o  incluso  evitar  los  efectos  adversos  de

sta  terapia,  entre  los  que  se  incluyen  las  ya  menciona-
as  molestias  como  ardor  o  dolor,  es  altamente  promisorio
l  hecho  de  disponer  en  la  actualidad  de  nuevos  sistemas
ue  emplean  lámparas  de  LED,  las  que  proporcionan  una  luz
isible  de  banda  estrecha,  de  elevada  pureza  de  espectro  y
in  producción  de  calor,  con  lo  que  se  presentan  mínimas  o
ncluso  ninguna  molestia,  ya  que  al  ser  una  emisión  de  baja
otencia,  no  es  un  sistema  invasivo;  de  esta  forma,  los  efec-
os  indeseados  se  limitarían  solo  a  una  coloración  transitoria
e  la  zona  de  aplicación  del  colorante  fotosensible.

El  establecimiento  de  protocolos  que  incluyan  una
orrecta  combinación  de  la  fuente  de  radiación  y  el  colo-
ante  apropiado  redundará  en  el  éxito  de  la  terapia,

specialmente  si  se  tiene  en  consideración  que  los  fotosen-
ibilizantes  eficientes  deben  tener  la  capacidad  de  absorber
a  radiación,  excitarse  y  transferir  su  energía  al  oxígeno

9
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Figura  2  Control  de  viabilidad  luego  de  la  exposición  a  azul  de  toluidina  con  lámpara  tipo  reflector  de  20  W  e  incubación  a  37 ◦C
durante 24  h,  con  subcultivo  de  los  pocillos  en  agar  Sabouraud  glucosa:  a)  antes  de  la  incubación;  b)  luego  de  la  incubación.

Tabla  1  Concentración  fungicida  mínima  de  azul  de  toluidina  con  exposición  a  diferentes  fuentes  de  luz  y  sin  exposición  a  la
luz

Especie  Rango  CFM  (�g/ml)
Tipo  espiral  (23  W)  Tipo  reflector  LED  (20  W)  Oscuridad

C.  albicans  (n  =  21)  1,95-7,81  0,48-7,81  >  250
C. parapsilosis  (n  =  7)  3,95-15,63  0,98-3,95  >  250
C. tropicalis  (n  =  9)  0,98-3,95  0,48-3,95  >  250
C. krusei  (n  =  1)  0,98  3,95  >  250
C. glabrata  (n  =  1)  7,81  3,95  >  250
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CFM: concentración fungicida mínima.

olecular,  y  que  ciertos  colorantes,  al  poseer  estructuras
on  un  alto  grado  de  conjugación5,  cumplen  con  las  carac-
erísticas  mencionadas.

El  uso  de  la  terapia  antifúngica  fotodinámica  para  el  tra-
amiento  de  infecciones  localizadas  representa  un  novedoso
ampo  de  investigación  abocado  a  hallar  las  ventajas  de  este
ipo  de  tratamiento  frente  a  los  tratamientos  antimicóticos
onvencionales,  que  muchas  veces  resultan  poco  eficaces

 originan  una  alta  tasa  de  fracasos  terapéuticos,  como  se
uede  observar  frecuentemente  en  la  clínica.

Asimismo,  estos  resultados  abren  la  posibilidad  de  rea-
izar  nuevos  estudios  diseñados  para  conocer  en  mayor
rofundidad  qué  impacto  tiene  la  terapia  fotodinámica
obre  la  expresión  de  los  diferentes  factores  de  virulencia
sociados  a  la  agresividad  de  las  candidiasis,  o  incluso  a  la
recuencia  de  recidivas  relacionadas  con  el  fracaso  terapéu-
ico.
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