
  

 

 

 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 

UNIDAD XOCHIMILCO 

 

 

EFICACIA DE LA TERAPIA FOTODINÁMICA SOBRE 

AISLAMIENTOS CLÍNICOS ORALES DE CANDIDA SPP. 

PROVENIENTES DE INDIVIDUOS CON VIH/SIDA Y CANDIDIASIS 

BUCAL 

 

IDÓNEA COMUNICACIÓN DE RESULTADOS 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

 

MAESTRÍA EN PATOLOGÍA Y MEDICINA BUCAL 

 

P R E S E N T A 

C.D. Ana Erika Martínez Martínez 

 

 

Comité tutorial: 
 

Co-Directora: M. en O. Estela de la Rosa García 
Co-Director: Dr. Luis Octavio Sánchez Vargas  

Asesora: Dra. Velia Aydeé Ramírez Amador 
Asesor: Dr. Irvin Fabián Bonola Gallardo 

 
 

Ciudad de México, septiembre de 2020 



  

 

 

La Maestría en Patología y Medicina Bucal de la Universidad Autónoma 

Metropolitana pertenece al Padrón Nacional de Posgrados de Calidad de 

CONACYT y cuenta con el apoyo del mismo Consejo, con el registro 5020. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

El jurado asignado por la División de Ciencias Biológicas y de la Salud de la 
unidad Xochimilco aprobó la ICR que presentó: 

 
 

 
ANA ERIKA MARTÍNEZ MARTÍNEZ 

 
Comité tutorial: 

 
________________________________________ 
Co-Directora: M en O. Estela de la Rosa García 

 
_________________________________________ 

Co-Director: Dr. Luis Octavio Sánchez Vargas 
 

________________________________________ 
Asesora: Dra. Velia Aydeé Ramírez Amador 

 
______________________________________ 

Asesor: Dr. Irvin Fabián Bonola Gallardo 
 
 
 

Jurado: 
 

_______________________________________ 
Dr. Marcos Agustín Muñiz Lino (Presidente) 

 
______________________________________ 

Dr. Jaime Bustos Martínez (Secretario) 
 

_______________________________________ 
Dra. Irma Gabriela Anaya Saavedra (Vocal) 

 
__________________________________________ 
M en PMB. Martha Estela García Sánchez (Vocal)



  

 

 

A mi mamá 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

AGRADECIMIENTOS 

 

 

Muy especialmente al Dr. Luis Octavio Sánchez Vargas 

por abrirme las puertas de su laboratorio, enseñarme 

y ser tan paciente conmigo. 

 

A toda mi familia por toda su ayuda, 

apoyo incondicional, esfuerzo y sacrificio. 

 

A mi directora de tesis la Dra. Estela de la Rosa García 

por guiarme en la realización de este trabajo con disposición, 

apertura y su valioso tiempo. 

 

A la Dra. Araceli, a mis compañeros y amigos del 

Laboratorio de Bioquímica, Microbiología y Patología Bucal 

de la Facultad de Estomatología de la Universidad Autónoma 

de San Luis Potosí, por su valiosa ayuda, enseñanzas 

y por aceptarme en su laboratorio y regalarme su tiempo. 

 

A la Mtra. Selene Acosta por su apoyo, tiempo y 

por enseñarme a hacer el híbrido. 

 

Mis agradecimientos más sinceros al Dr. Alejandro de las Peñas 

y a las Dras. Irene Castaño Navarro y Guadalupe Gutiérrez Escobedo 

por apoyarme en la extracción de ADN y por dejarme trabajar 

con sus cepas de C. glabrata, además de acogerme en su laboratorio 

y abrirme un espacio en el IPICyT. 

 

  



  

 

ÍNDICE Pág. 
Abreviaturas ……………………………………………………………………………………... I 
Índice de cuadros ………………………………………………………………………….……... II 
Índice de figuras ……...…………………………………………………………………….…… III 
Resumen ………………………………………………………………………………… 1 
1. Marco teórico ……………………………………………………………………..………… 2 
 1.1 Género Candida ……………………………………………………………...………..… 2 
 1.2 Factores de virulencia……………………………………………………………………. 3 
 1.3 Respuesta inmune a Candida………………………………………………………………….… 5 
 1.4 Identificación molecular de especies Candida ………………………………………….. 6 
 1.5 Tratamiento de las infecciones por Candida………… …………………………………….… 7 
  1.5.1 Medicamentos antifúngicos……………………………………………………… 8 
  1.5.2 Mecanismos de resistencia antifúngica ……………………………………….…. 10 
 1.6 Terapia fotodinámica ……………………………………………………………….…… 12 
  1.6.1 Antecedentes ………………………………………………………………….…. 12 
  1.6.2 Fundamento……………………………………………………………………… 14 
  1.6.3 Fotosensibilizadores ……………………………………………………….….… 17 
  1.6.4 Híbrido clorina-grafeno ……………………………………………………….… 20 
  1.6.5 Luz (LED y láser) ……….…………………………………………………….… 22 
  1.6.6 Mecanismo de acción de la terapia fotodinámica……..……………………….… 23 
 1.7 Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)………………………………………...… 26 
  1.7.1 Epidemiología del VIH/SIDA …………………………………………………… 26 
  1.7.2 Etiopatogenia de la infección por VIH/SIDA …………………………………… 26 
  1.7.3 Manifestaciones orales del VIH/SIDA…………………………………………… 28 
  1.7.4 Infección por Candida en individuos con VIH/SIDA …………………………… 28 
2. Planteamiento del problema y justificación ………………………………………………… 30 
3. Objetivos ……………………………………………………………………………….…… 31 
 3.1 Objetivo general ………………………………………………………………………… 31 
 3.2 Objetivos específicos ……………………………………………………………….…… 31 
4. Materiales y métodos ………………………………………………………………………..… 32 
 4.1 Diseño de estudio ……………………………………………………………………...… 32 
 4.2 Universo, lugar y periodo de realización del estudio ……………………………………. 32 
 4.3 Procedimientos para la recolección de información …………………………………..… 33 
 4.4 Procedimientos clínicos ……………………………………………………………….… 34 
 4.5 Procedimientos de laboratorio ……………………………………………………...…… 35 
 4.6 Variables ………………………………………………………………………………… 46 
 4.7 Definición operacional de las variables …………………………………………………. 46 
 4.8 Análisis estadístico ……………………………………………………………………… 46 
 4.9 Consideraciones bioéticas ………………………………………………………………. 47 
5. Resultados …………………………………………………………………………………...… 48 
6. Discusión …………………………………………………………………………………… 56 
7. Conclusiones y perspectivas ……………………………………………………………….….. 61 
8. Referencias …………………………………………………………………………………….. 63 

9. Anexos ……………………………………………………………………………………….… 75 



I 

 

ABREVIATURAS 
ADS  Agar Dextrosa Sabouraud 
ACTG AIDS Clinical Trials Group 
ATCC American Type Culture Cell 
ALS Agglutinin-like sequence 

aPDT 
Terapia fotodinámica antimicrobiana (Antimicrobial Photodynamic Therapy, por 
sus siglas en inglés) 

ASM 
Sociedad Americana de Microbiología (American Society of Microbiology, por 
sus siglas en inglés) 

C. albicans Candida albicans 
C. krusei Candida krusei 

C. glabrata Candida glabrata 

C. tropicalis Candida tropicales 

C. parapsilosis Candida parapsilosis 

cél. Células 

Ce6 Clorina e6 
Ce6 L+ Clorina e6 expuestos a la luz 
Ce6 L- Clorina e6 no expuestos a la luz 
cm Centímetros 

TARc Terapia Antiretroviral combinada 
CENASIDA Centro Nacional para la prevención del SIDA  

CLSI 
Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory 
Standard Institute, por sus siglas en inglés) 

cm2 Centímetro cuadrado 
ºC Grados Celsius 

EAP1 
Proteína de Adherencia al Poliestireno 1 (Enhanced Adherence to Polystyrene 1, 
por sus siglas en inglés) 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

EGFR 
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (Epidermic Growth Factor 
Receptor, por sus siglas en inglés) 

EPS 
Sustancias Poliméricas Extracelulares (Extracellular Polymeric Sustances, por sus 
siglas en inglés) 

EY Eritrosina 

FDA 
Administración de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration, 
por sus siglas en inglés) 

FGL-Ce6 Híbrido grafeno-clorina e6 
FGL-Ce6 L+ Híbrido de grafeno-clorina e6 expuestos a la luz 
FGL-Ce6 L- Híbrido de grafeno-clorina e6 no expuestos a la luz 
Gp Glicoproteína 
GPI Glucanosilfosfatidilinositol 
HDP Hematoporfirina 
Hwp1 Proteína 1 de la pared de la Hifa (Hyphal wall protein, por sus siglas en inglés) 
IL Interleucinas 
J Joule 



I 

LR C Receptores de lectina tipo C 
LED Luz de Emisión de Diodos 
MB Azul de Metileno 
min Minutos 
ml Mililitros 
µl Microlitros 
Mpb Marcador de pares de bases 

MRR 
Regulador Multidrogoresistente (Multidrug Resistance Regulator, por sus siglas en 
inglés) 

mTHPC M-tetrahidroxofenil clorine 
NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards  
Ng Nanogramos 
NLR Nodlike receptors 
Npe6 Mono-L-aspartil clorine e6 
NPS Nanopartículas 
OHARA Oral HIV/AIDS Research Alliance 
PAMPs Patrones moleculares asociados a patógenos 
PAS Ácido periódico de Schiff 
Pb Pares de base 
PBS Tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline, por sus siglas en ingles)  

PCR 
Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas 
en inglés) 

TFD Terapia Fotodinámica (Photodynamic Therapy, por sus siglas en inglés) 
PRR Receptores de reconocimiento de daño 
PS Fotosensibilizador (Photosensitizer, por sus siglas en inglés) 
RB Rosa bengala 
rpm Revoluciones por minuto 
ADN Ácido desoxiribonucleico 
ARN Ácido ribonucleíco 
ARNm Ácido ribonucleíco mensajero  
SAP Serin proteasas 
spp. Especies de Candida 
SIDA Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 
TLR Toll like receptors 
TMPyP Meso-tetra-(N-methylpyridinium-4-yl)-porphyrin 
TNF- Factor de necrosis tumoral  
UAM-X Universidad Autónoma Metropolitana-Xochimilco 
UFC Unidades Formadoras de Colonias 
UNAIDS United Nations Acquired Immunodeficiency Syndrome  
VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana 
W Longitud de onda (Wavelength, por su sigla en inglés) 

YPD 
Caldo para hongos Peptona-Dextrosa (Yeast Peptone Dextrose, por sus siglas en 
inglés) 

 



II 

 

ÍNDICE DE CUADROS Pág. 

Cuadro 1 Estudios in vitro utilizando cepas ATCC de Candida albicans …………...….. 14 

Cuadro 2 Estudios in vitro que han utilizado clorina e6 …………………………….…. 20 

Cuadro 3 
Programación del termociclador para la identificación de especies de 
Candida…………………………………………………………………………..……. 

 

39 

Cuadro 4 
Características demográficas de 24 pacientes con VIH/SIDA con candidiasis 
bucal ……………………………………………………….............................. 

51 

Cuadro 5 
Grupos de tratamiento de la terapia fotodinámica sin exposición a la luz LED 
(660 nm) …………………………………………………………………..….. 52 

Cuadro 6 
Grupos de tratamiento de la terapia fotodinámica con exposición a la luz LED 
(660 nm) …………………………………………………………………….... 

53 

Cuadro 7 
Conteo de UFC´s por aislamientos sensibles y resistentes a fluconazol de 

Candida spp. tratadas con terapia fotodinámica ………………………..……. 
54 

 

 



III 

 

ÍNDICE DE FIGURAS Pág. 

Figura 1. 
Vías de señalización que discriminan entre la levadura de Candida spp. y 
las hifas…………………………...………………………………………. 6 

Figura 2 Blancos celulares de los antifúngicos ……………………………………. 8 

Figura 3 Mecanismo de acción de la terapia fotodinámica ………………………… 24 

Figura 4 Lámpara para terapia fotodinámica con LEDs activos de 2.85 mW …….. 43 

Figura 5 Dilución y sembrado por goteo …….…………………………………….. 44 

Figura 6 Prueba de susceptibilidad a fluconazol ………….……………………….. 45 

Figura 7 
Aislamiento correspondiente a C. albicans después de la fotoactivación 
con Ce6 y FGL-Ce6 + luz LED ………………………………………….. 55 

Figura 8 
Aislamiento correspondiente a C. krusei después de la fotoactivación con 
Ce6 y FGL-Ce6 + luz LED ……………………………………………….. 55 

 

 



 

 
1 

RESUMEN 

Introducción: Las infecciones fúngicas orales causadas por Candida albicans y especies no-
albicans son frecuentes en los individuos con VIH/SIDA, su condición inmunológica los 
predispone a episodios repetitivos, combinación de variedades clínicas y frecuentemente son 
recalcitrantes, resistentes a los compuestos azólicos y a otros antifúngicos, por lo que se han 
propuesto alternativas de tratamiento, como la terapia fotodinámica. 
 
Objetivo: Evaluar el efecto antifúngico in vitro de Ce6 y el híbrido FGL-Ce6 activados 
mediante terapia fotodinámica comparándolo con el efecto de fluconazol sobre especies de 
Candida aisladas de la infección de la mucosa oral de pacientes con VIH/SIDA. 
 
Materiales y métodos: Estudio experimental in vitro, realizado en el periodo comprendido 
entre febrero y julio de 2018, con aislados clínicos provenientes de individuos con VIH/SIDA 
con candidiasis oral que asistían a la consulta externa de las clínicas Condesa, las muestras 
se obtuvieron previo consentimiento informado, mediante un hisopado de las lesiones. La 
identificación de especies se realizó con PCR, mediante la identificación de fragmentos ITS1 
e ITS2. Las levaduras fueron tratadas con 1mg/ml de Ce6 y FGL-Ce6, pre irradiadas 20 min 
y expuestas 45 min a luz LED (660 nm) a una fluencia de 7.69 J/cm2. Para valorar el efecto 
de la TFD se sembraron las muestras en placas de agar dextrosa Sabouraud mediante la 
técnica de placa única en serie con goteo por dilución (SP-SDS Single-Plate-Serial Dilution 
Spotting) y se contabilizaron las unidades formadoras de colonias (UFC) a las 12 y 24 h post-
tratamiento. La sensibilidad antifúngica se evaluó mediante el método de difusión en disco. 
Se utilizó el paquete estadístico JMP V.9 para el análisis estadístico (α<0.05). 
 
Resultados: Se incluyeron 24 individuos con VIH/SIDA (96% hombres, mediana de edad: 
33 años). Se obtuvieron 36 aislamientos, identificando 15 (41.62%) C. albicans, 8 (25%) C. 

glabrata, 4 (10.5%) C. krusei, 1 (2.7%) C. tropicalis, 1 (2.7%) C. parapsilosis y 7 (19.4%) 
inespecíficos. Se observó resistencia a fluconazol en 22 (61.1%) aislamientos. Los grupos de 
tratamiento expuestos a la luz mostraron reducción en el conteo de UFC de Candida spp., la 
reducción observada fue de 0.9% para Ce6 (p=0.014) y 11.5% para el híbrido FGL-Ce6 
(p=0.004) con respecto al grupo control. El análisis de los aislamientos sensibles y resistentes 
a fluconazol tratados con TFD mostró reducción en el conteo de UFC en los aislamientos 
sensibles tratados con híbrido FGL-Ce6 (p=0.0244) y en los aislamientos resistentes tratados 
con Ce6 (p=0.0082). 
 
Conclusiones: El efecto en la reducción de UFC de las especies de Candida con terapia 
fotodinámica utilizando Ce6 e híbrido FGL-Ce6 fueron satisfactorios considerando las dosis 
bajas de fotosensibilizador y baja fluencia utilizadas, por lo que la terapia fotodinámica se 
propone como una posible opción terapéutica alternativa para las infecciones fúngicas 
resistentes a fluconazol. 
 
Palabras clave: Terapia fotodinámica, VIH/SIDA, candidiasis bucal, Ce6 
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1. MARCO TEÓRICO 

1.1 Género Candida 

El género Candida representa un grupo heterogéneo, dentro del cual se han identificado 

aproximadamente 200 especies de levaduras en este género (Sharma y cols., 2019; Williams 

y cols., 2013). Taxonómicamente, el género Candida pertenece a la clase Deuteromicetos, y 

una característica importante de las especies de Candida es su capacidad de crecer 

polimórficamente, ya sea en forma de levaduras (blastoconidias/blastosporos) o filamentos 

(hifas verdaderas y pseudohifas) (Williams y cols., 2013; Naglik y cols., 2011). 

 

De forma habitual, estos microorganismos se encuentran colonizando las superficies 

cutáneas y superficies mucosas húmedas (Carvalho y cols., 2017; Williams y cols., 2013; 

Lilly y cols., 2006). Aunque son considerados inocuos, en ocasiones exhiben un 

comportamiento oportunista y producen infección si las condiciones locales (disminución de 

flujo salival, antibiótico de amplio espectro) y sistémicas (nutrición deficiente, desequilibrio 

hormonal o cuando la inmunidad del hospedero se encuentra comprometida (Alves y cols., 

2017; Quishida y cols., 2015; Mayer y cols., 2013).  

 

Se han identificado alrededor de 20 especies de Candida asociadas a infecciones 

(candidiasis) en humanos (Williams y cols., 2013). La prevalencia de colonización en la 

cavidad oral en individuos sanos, como portadores asintomáticos, puede variar entre el 60 

hasta el 80% de la población general (Vila y cols., 2020; Williams y cols., 2013; Mang y 

cols., 2010). A pesar de que Candida albicans, es por mucho la especie más comúnmente 

aislada de las infecciones, algunas otras especies Candida no-albicans, en particular Candida 

glabrata, ha sido reportada como agente etiológico en el desarrollo de las candidiasis orales, 



 

 
3 

especialmente en pacientes inmunocomprometidos (Goulart y cols., 2018). Las formas 

clínicas incluyen: candidiasis pseudomembranosa, candidiasis eritematosa y queilitis 

angular, las características clínicas se muestran en el anexo 1 (Vila y cols., 2020; Patil y cols., 

2015; Shiboski y cols., 2009). 

 

1.2 Factores de virulencia 

Los factores de virulencia son los mecanismos que posee un microorganismo para producir 

infección y desencadenar la respuesta inmune (Naglik y cols., 2011). Candida spp. posee 

ciertas particularidades que favorecen la infección en la mucosa oral como: la transición 

morfológica de levadura a pseudohifas e hifas (polimorfismo), la expresión de adhesinas e 

invasinas en la superficie celular, la capacidad de encontrar discontinuidad entre las células 

y penetrar al interior de los tejidos (tigmotropismo), la formación de biofilm, la producción 

de enzimas hidrolíticas, secreción de hidrolasas, adaptación a variación de pH, adaptación 

metabólica y respuesta al estrés ambiental (Mayer y cols., 2013; Naglik y cols., 2011; 

Thomson y cols., 2011). 

 

Adherencia de Candida a superficies mucosas 

La superficie epitelial y la superficie de Candida tienen cargas negativas así que la adherencia 

depende de superar diversos factores, como lo son: las fuerzas de Lifshitz-van der Walls, la 

interacción hidrofóbica y las fuerzas de movimiento Browniano, entre otras. (Thompson y 

cols. 2011). Una vez superadas las fuerzas repulsivas la adherencia de Candida es mediada 

por proteínas específicas, como las aglutininas de secuencia similar (ALS, agglutinin-like 

sequence), la proteína análoga de integrina (INT), la fibronectina (FN), la proteína 1 de la 

pared de la hifa (HWP1, Hyphal wall protein, por sus siglas en inglés) y la proteína de 
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adherencia al poliestireno 1 (EAP1, Enhanced Adherence to Polystyrene 1, por sus siglas en 

inglés) (Romo y cols., 2020; Williams y cols. 2013; Mayer y cols., 2013; Thompson y cols. 

2011). 

 

Detección de contacto e invasión  

Una vez que la adherencia a las superficies mucosas se ha establecido, se lleva a cabo la 

colonización y el crecimiento de Candida en forma de unidades formadoras de colonias 

(UFC). Al entrar en contacto con la superficie celular, las levaduras cambian su morfología 

a hifas (dimorfismo) (Naglik y cols., 2011), las cuales permiten un contacto estrecho entre el 

hongo y las células epiteliales, quienes desencadenan un proceso denominado “endocitosis 

inducida”, seguida por una fase de invasión, que finalmente conduce a daño tisular (Naglik 

y cols., 2011; Fidel y cols., 2011; Weidong y cols., 2010). En la endocitosis, se expresan 

proteínas especializadas en la superficie celular que median la unión a ligandos del hospedero 

como E-cadherina o mediante un proceso activo en el que intervienen el aspartato 

serinproteasas (SAP) así como lipasas y fosfolipasas (Williams y cols., 2013; Mayer y cols., 

2013; Brand y cols., 2007). Tras la penetración de Candida en la superficie celular oral y en 

capas más profundas del epitelio, éste sufre un alto recambio celular el cual sirve como 

mecanismo de defensa para eliminar las células infectadas (Romo y cols., 2020; Williams y 

cols., 2013; Mayer y cols., 2013; Fidel y cols., 2011; Weidong y cols., 2010). 

 

La formación de hifas promueve la virulencia mediante varios mecanismos: 1. Invaden las 

capas de células epiteliales al ejercer fuerzas mecánicas, 2. rompiendo y causando daño en 

las células endoteliales y 3. después de la fagocitosis, el crecimiento de hifas puede causar 

lisis de macrófagos y neutrófilos (Thompson y cols., 2011).  
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1.3 Respuesta inmune a Candida 

Los tipos celulares que participan en la inmunidad innata frente a Candida son las células 

epiteliales y polimorfonucleares (neutrófilos, macrófagos y células dendríticas), éstas últimas 

activadas por diversas citocinas proinflamatorias que sirven como señales para que las células 

inflamatorias de la mucosa potencien su actividad antifúngica (Albuquerque y cols., 2013). 

Como células clave en la inmunidad innata del hospedero, las células epiteliales reconocen a 

Candida en su estado patogénico y a través de receptores de reconocimiento de patrones 

(PRR), interactúan con patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) en células 

microbianas y ejemplos de éstos en C. albicans incluyen componentes de pared celular y 

ácidos nucleicos. Los PRR se dividen en tres grupos principales, receptores tipo Toll (TLR), 

receptores de tipo lectina de tipo C (CLR) y receptores no nodlike (NLR) (Romo y cols., 

2020; Albuquerque y cols., 2013; Moyes y cols.2011; Naglik y cols., 2011). 

 

La activación de PRR por Candida activa vías de transducción de señales que derivan en la 

estimulación de citoquinas, fagocitosis y muerte fúngica. En la activación de citoquinas están 

involucrados TLR2, TLR4, TLR6 y TLR9 que luego de reconocer las estructuras 

microbianas activan las vías NFB, MAPK, así como la familia de citoquinas IL-17 (Conti 

y cols., 2015; Albuquerque y cols., 2013; Williams y cols., 2013; Mayer y cols., 2013; Fidel 

y cols., 2011; Naglik y cols., 2011). Las células epiteliales pueden modular la respuesta innata 

de Candida a través de la activación del factor nuclear kappa B (NF- B), en una primera 

fase, a los 30 min de exposición la activación de NF-  B depende de proteína quinasa 

activada por mitógeno (MAPK) y del factor transcripcional c-Jun y es independiente de la 

morfología de Candida. En una segunda fase, a las 2 h de contacto, la activación de MAPK 
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conduce a la activación de MKP1 y de c-Fos, lo cual es dependiente de la presencia de hifas 

y/o de la carga fúngica, de tal forma que, ante una baja carga fúngica el epitelio no libera 

citoquinas y cuando éste se expone a un alta carga fúngica se activa una respuesta específica, 

como lo es la vía MAPK/MKP1/c-Fos que es fundamental para responder al cambio desde 

el comensalismo al estado patogénico (Romo y cols., 2020: Albuquerque y cols., 2013; 

Williams y cols., 2013; Naglik y cols., 2011; Thompson y cols., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 Identificación molecular de las especies Candida 

Debido a la alta resistencia de las especies de Candida como agentes etiológicos de 

infecciones micóticas hace necesaria la identificación de las levaduras a partir de diversas 

muestras clínicas. Hoy en día, existe una gran variedad de especies de Candida y los métodos 

de identificación disponibles difieren en el procedimiento, poder de discriminación y costo 

(Paul y cols., 2019; Daef y cols., 2014; Neppelenbroek y cols., 2014; Estrada-Barraza y cols., 

2011). 

Figura 1. Vías de señalización que discriminan entre la levadura de Candida spp. y las hifas. 
Modificado de Naglik y cols., 2011

Levaduras y baja dosis de levaduras
(Colonización/ comensalismo)

Hifas
(Invasión/ patogenicidad)

Morfología independiente
Umbral de activación no alcanzado

No citoquinas

Temprano y transitorio

Morfología dependiente
Alta carga de hifas

Umbral de activación alcanzado

Citoquinas inducidas
Tarde y sostenido



 

 
7 

En general, los procedimientos de identificación de levaduras comienzan con la siembra del 

aislado clínico en medios cromogénicos (Estrada-Barraza y cols., 2011; Murray y cols., 

2005), cuando la levadura no se puede identificar con este método, se realizan pruebas 

adicionales como el cultivo en agar de harina de maíz, fermentación de carbohidratos y 

pruebas de asimilación de carbohidratos (Daef y cols., 2014; Estrada-Barraza y cols., 2011).  

 

La identificación por PCR se basa en la amplificación de dos fragmentos de las regiones ITS1 

e ITS2 de genes rRNA (18S, 28S y 5.8S) o el gen de la topoisomerasa II, combinando dos 

cebadores específicos de levadura (Paul y cols., 2019; Neppelenbroek y cols., 2013; Estrada-

Barraza y cols., 2011; Carvalho y cols., 2007; Leaw y cols., 2006). Por lo tanto, debido a su 

gran sensibilidad y especificidad la prueba PCR, se señala como una herramienta rápida y 

segura para la identificación de varios hongos patógenos, incluyendo diferentes especies de 

Candida, inclusive a aquellas que posiblemente no son observadas debido al 

sobrecrecimiento de una especie sobre otra (Daef y cols., 2014; Estrada-Barraza y cols., 

2011). 

 

1.5 Tratamiento de las infecciones por Candida spp. 

El tratamiento de candidiasis oral se basa en la severidad de la infección y en el estado 

sistémico del paciente (Patil y cols., 2015). Se recomienda un tratamiento tópico como 

primera elección (Pappas y cols., 2016; Ford y cols., 2015). Sin embargo, en pacientes con 

inmunosupresión severa existe una alta tasa de recurrencia, requiriendo una combinación de 

terapia tópica y sistémica (Pappas y cols., 2016; Ford y cols., 2015; Quishida y cols., 2015; 

Patil y cols., 2015; García-Cuesta y cols., 2014; Lopes-Colombo y cols., 2013). 
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1.5.1 Medicamentos antifúngicos  

La elección del agente antifúngico tiene como principal objetivo la eliminación de los signos 

y síntomas de la infección por Candida y/o reducir o eliminar la colonización de Candida a 

niveles que puedan ser controlados por las defensas del hospedero. Existen tres blancos 

principales: la membrana celular, la pared celular y los ácidos nucleicos. Se agrupan en cuatro 

categorías: 1. Polienos, 2. Azoles, 3. Pirimidinas y 4. Equinocandinas (Patil y cols., 2015; 

Sardi y cols., 2013; Lopes-Colombo y cols., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polienos 

Su mecanismo de acción se debe a la unión al ergosterol, el componente lipídico principal de 

la membrana célula de Candida spp. que resulta en poros acuosos, con lo que la 

permeabilidad celular es alterada y conduce a la fuga de componentes del citoplasma, por 

ende, la muerte del organismo. Ver figura 2 (Spampinato y cols., 2013; Pappas y cols., 2009). 

Dentro de este grupo de medicamentos se encuentra la nistatina y la anfotericina B. 

 

Figura 2. Blancos celulares de los antifúngicos. Modificado de: Patil y cols., 2015.
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Azoles  

Su función es inhibir el citocromo P450 de la 14α-desmetilasa, codificada por el gen ERG11, 

en la ruta de biosíntesis de ergosterol. De manera específica, el átomo de nitrógeno libre del 

anillo de azol se une a un átomo de hierro dentro del grupo hemo de la enzima, esto evita la 

activación del oxígeno y, a su vez, la desmetilización del lanosterol, que inhibe el proceso de 

biosíntesis de ergosterol. Como el ergosterol es un componente esencial de las membranas 

celulares de los hongos, esta inhibición es tóxica; los esteroles metilados se acumulan en la 

membrana celular fúngica y se detiene el crecimiento celular (Berkow y Lockhart, 2017). 

Dentro de este grupo se encuentran los derivados del imidazol: miconazol y clotrimazol y los 

triazoles: fluconazol, itraconazol y voriconzol.  

 

Fluconazol: El mecanismo de acción del fluconazol consiste en inhibir al citocromo P-450 

fúngico de la enzima 14α-desmetilasa, esta inhibición evita la conversión de lanosterol en 

ergosterol, componente esencial de la membrana citoplasmática del hongo. En diversos 

ensayos clínicos el fluconazol ha demostrado una eficacia comparable a la anfotericina B 

deoxicolato en el tratamiento de las candidiasis y es considerado el antifúngico de elección 

para el tratamiento en candidiasis orofaríngea por ser considerado eficaz y seguro. Su 

administración es por vía oral o parenteral, se elimina casi por completo por vía renal y puede 

desarrollar hepatotoxicidad en tratamientos de larga duración, sin embargo, es rara en 

tratamiento de la candidiasis oral. Se ha reportado que su uso no es recomendable para 

terapias preventivas largas puesto que puede causar resistencias (Alves y cols., 2017; Berkow 

y cols., 2017), además presenta varias interacciones farmacológicas (Whaley y cols., 2017; 

Pappas y cols., 2016; Lopes-Colombo y cols., 2013). 
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Pirimidinas 

Flucitosina: Es un derivado fluorado de la citosina, también se conoce como 5-fluorocitosina, 

su mecanismo de acción se basa en interferir con la actividad de la timidilato sintetasa y así 

de la síntesis de ADN del hongo. Ha demostrado una amplia actividad antifúngica contra la 

mayoría de las especies de Candida, con la excepción de C. krusei. La toxicidad depende de 

la concentración y da como resultado supresión de la médula ósea y hepatitis. (Pappas y cols., 

2016).  

 

Equinocandinas  

La caspofungina, la anidulafungina y la micafungina están disponibles solo como 

preparaciones parenterales. El mecanismo de acción de este antifúngico, se basa en la 

inhibición de la síntesis de la pared celular de polisacáridos beta-glucanos mediante el 

bloqueo de la enzima 1,3 beta glucano sintetasa. (Perlin DS, 2014, Wiederhold NP, 2003). 

La principal vía de eliminación es la degradación no enzimática (Pappas y cols., 2016). 

 

1.5.2. Mecanismos de resistencia antifúngica 

Una de las principales complicaciones causadas por el uso frecuente de antifúngicos azólicos 

es la capacidad de Candida para adquirir resistencia a éstos, principalmente a fluconazol 

(Favre-Godal y cols., 2014). Debido a que el fluconazol es fungistático, el tratamiento brinda 

la oportunidad de que se desarrolle una resistencia adquirida (Berkow y cols., 2017) y como 

la mayoría de las células de Candida no existen como organismos libres sino como grupos 

de células organizadas en un biofilm, el cual presenta diferentes propiedades que incrementan 

la resistencia a la terapia antifúngica adicionado a los tratamientos previos con estos 

compuestos. (Whaley y cols., 2017; Berkow y cols., 2017; Favre-Godal y cols., 2014).  



 

 
11 

Se han identificado diversos mecanismos de resistencia a fluconazol en especies de Candida: 

1. Alteraciones en la biosíntesis de esteroles mediante la inactivación de la enzima  5,6-

esterol desaturasa, evitando la producción de esteroles metilados tóxicos en presencia de 

azoles y minimiza el efecto del fluconazol en la célula, 2. Aneuploidía y otras anormalidades 

cromosómicas, 3. Salida del fármaco mediada por proteínas transportadoras de membrana 

pertenecientes a la familia de transportadores de ATP (ABC-CDR1 y CDR2) o a la 

superfamilia de facilitadores principales (MDR1 y FLU1), lo que da como resultado que el 

fármaco no se acumule intracelularmente generando resistencia (Berkow y cols., 2017; 

Whaley y cols., 2017; Sanguinetti y cols., 2005; Goldman y cols., 2004) 

 

A diferencia de cepas ATCC y “salvajes” los aislados clínicos de Candida albicans 

sobreexpresan ERG11, este gen codifica el ergosterol, y a menudo involucra Upc2p, un factor 

de transcripción de grupos de zinc (Berkow y cols., 2017; Perea y cols., 2011, Costa y cols., 

2006; Graybill y cols., 1998). Adicionalmente, algunas mutaciones puntuales en la región 

codificante del gen ERG11, afectan la susceptibilidad al fluconazol y conducen a 

sustituciones de aminoácidos que alteran la estructura de la proteína, haciendo menos eficaz 

la unión de los azoles (Berkow y cols., 2017; Sanguinetti y cols., 2005). EGR11 parece no 

desempeñar un papel importante en la resistencia al fluconazol en Candida no-albicans (Teo 

y cols., 2019; Berkow y cols., 2017; Mane y cols., 2016; Sanguinetti y cols., 2005). Los 

mecanismos moleculares no explican completamente el alto nivel de resistencia observado 

en los aislados clínicos, a menudo, es la combinación de múltiples mecanismos adquiridos 

escalonadamente independiente al estado inmunológico de cada individuo (Berkow y cols., 

2017: Pfaller y cols., 2012). Si bien estos mecanismos de resistencia a antifúngicos se han 
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estudiado en diferentes grupos de riesgo, en la infección por VIH/SIDA no se ha identificado 

mecanismos particulares relacionados con este grupo.  

 

1.6. Terapia fotodinámica (TFD) 

1.6.1. Antecedentes 

Existen documentos que reportan el uso de luz combinada con una sustancia fotosensible 

desde los años 1200-2000 a.n.e, éstos muestran que los médicos egipcios, chinos e hindúes 

utilizaban combinaciones de extractos de plantas con exposición a la luz solar con el fin de 

tratar trastornos de la piel (Carrera y cols., 2016; Baltazar y cols., 2015). En 1900 Oskar Raab 

y Hermann Tappeiner descubrieron que el protozoario Paramecium spp. moría después de 

teñirlo con naranja acridina y exponerlo a la luz (Baltazar y cols., 2015; Tappeiner 1900). Sin 

embargo, el término de terapia fotodinámica fue acuñado en 1907, cuando Tappeiner notó 

que el efecto fototóxico no ocurría en ausencia de oxígeno, por lo que introdujo el término 

“acción fotodinámica” para nombrar a esta reacción (Baltazar y cols., 2015; Dai y cols., 

2012).  

 

En la década de los 70´s, la terapia, comenzó a ser utilizada para tratar cáncer y degeneración 

macular y en la actualidad la terapia fotodinámica antimicrobiana se propone como una 

alternativa para el tratamiento de infecciones localizadas ya que es capaz de sobrepasar las 

defensas antioxidantes de las células e iniciar el proceso de muerte celular por diferentes vías 

(Baptista y cols., 2017; Carrera y cols., 2016; Dai y cols., 2012). La terapia fotodinámica 

implica el uso de un tinte sensible a la luz no tóxico, en concentraciones bajas, llamado 

fotosensibilizador (PS, por sus siglas en inglés) combinado con luz visible de la longitud de 

onda adecuada para que coincida con el espectro de absorción del PS. Comparada con otras 



 

 
13 

terapias, tiene notables ventajas, tales como una alta especificidad, pocos efectos indeseados 

y una poco probable resistencia al tratamiento. (Carrera y cols., 2016; Dovingo y cols., 2013). 

 

Dado que algunos PS se unen de forma rápida y selectiva a células microbianas, se sugirió 

que la terapia fotodinámica (TFD) podría usarse con un enfoque antimicrobiano; esto se hizo 

realidad a mediados de la década de 1990 (Dai y cols., 2012). A partir de los años 2000 se 

han realizado diversos estudios aplicando la terapia fotodinámica en cepas control ATCC de 

Candida albicans y especies de Candida no-albicans utilizando diferentes 

fotosensibilizadores como el azul de metileno, azul de toluidina, porfirina, curcumina, eosina 

y rosa bengala; en algunos diseños experimentales mediante la activación con luz láser y la 

mayoría utilizando luz LED con longitudes de onda de 440nm a 684 nm y con tiempos de 

exposición que van desde los 2 min hasta 3 h (Cuadro 1). 
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1.6.2  Fundamento 

La terapia fotodinámica necesita de tres componentes (Cieplik y cols., 2014, Mima y cols., 

2012). Un fotosensibilizador, luz visible de una longitud de onda apropiada y oxígeno 

(Baltazar y cols., 2015; Dai y cols., 2012).  

Cuadro 1. Estudios de terapia fotodinámica in vitro utilizando cepas ATCC de Candida 

Autor, año Especie (ATCC) 
FS 

(concentración e 
internalización) 

Tiempo de 
exposición 

Resultado 

Munin y cols., 2007 

Giraldo y cols., 2009 
C. albicans (10231) AM (0.027-0.27mM) Laser (684nm) 

Reducción 

dependiente 

Peloi y cols., 2008 C. albicans (10231) AM 
LED 

10, 20 y 30 min 

Reducción 2.77 a 

2.87 log10 

Carvalho y cols., 2009 C. albicans (10231) AT (0.1mg/ml) LED (684nm) Reducción 80-90% 

Soares y cols., 2009 

C. albicans (18804) 

C. tropicalis (750) 

C. parapsilosis 

(22019) 

AT (25M) LED 
Si inhibe el 

crecimiento 

Dovigo y cols., 2011 C. albicans (90028) Curcumina (20 M) 
LED 

(440-460nm) 
Reducción 68-87% 

González y cols., 2013 
C. albicans 

(MYA-273) 

TMPyP (0.1-50M) 4h 

XF-73 (1-10M) 4h 

LED 

60 min 

TMPyP 50M 

reducción > 5 log10 

XF-73 1M 

reducción > 5 log10 

Kato y cols., 2013 C. albicans (90028) AM (0.5mM, 10 min) 
LED (660nm) 

2-6 min 
No hubo reducción 

Rossoni y cols., 2014 
C. albicans 

(36801-02) 
AM (30 M, 5 min) 

LED 

285 seg. 
Reducción < 2 log10 

Oliviera y cols., 2014 C. albicans (10231) AM (50M) Laser Reducción <72.41% 

Roseti y cols., 2014 C. albicans (10231) AT (0.05-1mg/ml, 10 min) 
LED 

1, 2 y 3h 
Reducción 30-62% 

Freire y cols., 2014 C. albicans (18804) 
EY (6.25-400M) 

RB (6.25-400M) 

LED 

EY (480-580nm) 

RB (450- 550nm) 

EY (400M) 

reducción de UFC 

RB (6.25M) 

reducción <100% 

ATCC= American Type Culture Cell; FS=fotosensibilizador; AM=Azul de metileno; AT=Azul de Toluidina; TMPyP=porfirina tetracatiónica; XF-73= 
cloruro de exeporfinio; EY=eritrosina; RB=rosa bengala; LED= luz de emisión de diodos; UFC=unidades formadoras de colonias. 
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Cuando las células se tratan con FS deben realizarse una serie de pasos antes de lograr la 

muerte celular. Es decir, el FS debe ser internalizado por la célula, equilibrarse y acumularse 

en localizaciones subcelulares, excitarse y solo oxidar las biomoléculas. Al mismo tiempo, 

la luz debe alcanzar las moléculas absorbentes, así como el oxígeno debe estar disponible o 

suministrarse adecuadamente (Bacellar y cols., 2015; Cieplik y cols., 2014). 

 

Cuando el FS se activa mediante la exposición de luz visible no térmica en una longitud de 

onda apropiada en presencia de oxígeno, el FS se transforma de su estado fundamental a su 

estado de triplete excitado y comienza dos mecanismos oxidativos: la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), especies reactivas de nitrógeno (NOS) (Baltazar y cols., 2015, 

Dai y cols., 2012) (Tipo I) y oxígeno singlete (1O2) (Tipo II) que es una forma altamente 

reactiva de las formas de especies reactivas de oxígeno, que interactúa con la mayoría de las 

biomoléculas, lípidos, proteínas del ADN/ARN así como preferencia por regiones ricas en 

electrones que imparten una forma de selectividad a su interacción (Koh y cols., 2016; 

Bacellar y cols., 2015; Quishida, 2015; Dovingo y cols. 2013). 

 

En general, se espera que el fotosensibilizador se internalice en la célula, por lo que la 

membrana celular se considera el objetivo inicial del proceso fotodinámico, sin embargo, el 

FS que no logra ser internalizado por la célula puede reaccionar en el medio circundante y 

los compuestos oxidantes generados pueden fluir a través del medio y generar daño en la 

parte externa de la célula (Quishida y cols., 2015). Los ROS promueven el daño a 

componentes vitales de los microorganismos, tales como, su ADN, proteínas y lípidos lo que 

resulta en muerte celular (Carvalho y cols., 2017; Bacellar y cols., 2015; Quishida, 2015; 
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Rosseti y cols.,2014). Algunas de sus múltiples ventajas son: blancos terapéuticos altamente 

específicos, pocos efectos secundarios no deseados e improbable desarrollo de resistencia 

antimicrobiana (Dovigo y cols., 2013). Dentro de sus múltiples aplicaciones se ha reportado 

como coadyuvante en el tratamiento de la inflamación crónica y en las infecciones de 

bacterias drogo-resistentes (Kwiatkowski y cols., 2018). 

 

La American Society of Microbiology señala que cualquier enfoque novedoso debe lograr 

una tasa de reducción de UFC de más de 3 log10 para usar los términos "antibacteriano" o " 

antimicrobiano” (Ribeiro y cols., 2013; Cieplik y cols., 2014). A este respecto, estudios sobre 

aislamientos de C. tropicalis, C. glabrata la terapia fotodinámica utilizando concentraciones 

de 50-75mg1-1 de clorina e6 y a 37.5 Jcm-2 de luz LED, se observó la reducción de la 

viabilidad de estas cepas en 5.6 y 4.3 logs, respectivamente y comparadas con el grupo 

control. En cuanto a C. albicans una concentración de 75mg1-1 con 25.5 Jcm-2 de luz LED 

logro inactivarlas, mostrando una reducción de 6.4 log10 y tratadas con una concentración de 

50-75mg1-1 de clorina e6 a 37.5 Jcm-2 de luz LED mató por completo a las levaduras con 

respecto al grupo control (Dovigo y cols., 2013). 

 

Diversos estudios realizados en aislamientos de Candida spp. y el uso de la terapia 

fotodinámica, utilizando diferentes fotosensibilizadores como hematoporfirinas (HPD), rosa 

bengala (RB) y azul de metileno (MB) en cepas ATCC de Candida albicans, C. glabrata, C. 

krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis (Ferreira y cols., 2016; Dovingo y cols., 2013, Dovingo 

y cols., 2009)  así como en aislados clínicos de pacientes con VIH/SIDA (Scwingel y cols., 

2012; Mang y cols., 2010), demostraron una reducción significativa de UFC dependiendo de 

la concentración del fotosensibilizador y del tiempo de exposición (Alves y cols., 2018; Alves 
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y cols., 2017; Taraszkiewcz y cols., 2015; Freire y cols., 2014; Roseti y cols., 2014; Oliviera 

y cols., 2014; Rossoni y cols., 2014; Gonzáles y cols., 2013; Dovigo y cols., 2013; Soares y 

cols., 2013). Ensayos en modelos murinos han demostrado que la terapia tiene una actividad 

biológica in vivo, como lo demuestran ciertos grados de daño tisular, con concentraciones 

bajas de fotosensibilizador y/o dosis menores de luz pueden mitigar los posibles efectos 

adversos y mostrar actividad antimicrobiana (da Silva y cols., 2017; Carmello y cols., 2016; 

Alves y cols., 2014; Fontana y cols., 2013; Mima y cols., 2011; Martins y cols., 2011). Por 

otra parte, ensayos clínicos desarrollados en pacientes con VIH+ utilizando azul de metileno 

como fotosensibilizador (450g/mL), lograron la erradicación del 100% de las UFC después 

una sola aplicación y no se observó recurrencia de la infección 30 días posteriores a su 

aplicación (Scwingel y cols., 2012). Sin embargo, algunas cepas de C. albicans y C. glabrata 

resistentes a fluconazol han mostrado sensibilidad reducida y respuesta no homogénea a la 

terapia fotodinámica al ser comparadas con cepas ATCC sensibles a fluconazol (Alves y 

cols., 2018; Alves y cols., 2017). 

 

1.6.3  Fotosensibilizadores 

Los fotosensibilizadores son colorantes que tiene la capacidad de absorber la energía de una 

fuente lumínica y transferir esa energía a otra molécula (Baltazar y cols., 2015, Quishida y 

cols., 2015). Generalmente son moléculas aromáticas orgánicas que consisten en sistemas 

conjugados de dobles enlaces que pueden considerarse como un cromóforo central con 

cadenas laterales auxiliares unidas (auxocromos) que son responsables de una mayor 

deslocalización eléctrica del FS (Cieplik y cols., 2014). Debido a la extensa deslocalización 

de electrones, los FS tienden a estar profundamente coloreados, esto significa que la energía 
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requerida para excitar los electrones del orbital molecular menos ocupado al orbital 

molecular más ocupado es baja en comparación con las moléculas menos deslocalizadas y, 

por lo tanto, las bandas de absorción están en la región espectral de longitud de onda más 

larga (roja) y son grandes, lo que refleja la alta probabilidad de excitación (Cieplik y cols., 

2014; Dai y cols., 2012; Calzavara-Pinton y cols., 2012).  

 

Un fotosensibilizador efectivo se caracteriza por ser soluble en agua, ser químicamente puro, 

barato y de fácil fabricación (Kwiatkowski y cols., 2018), absorción óptima, distribución y 

metabolismo (Carrera y cols., 2016), toxicidad mínima en oscuridad, alto rendimiento 

cuántico de O2 (Dovigo y cols., 2013; Allison y cols., 2013), bajo potencial mutagénico, ser 

estable químicamente (Carrera y cols., 2016; Soukos y Goodson, 2011), acumularse 

específicamente en la diana celular (Alves et al., 2009). y eliminarse rápidamente después de 

la administración para evitar fotosensibilización prolongada (Cieplik y cols., 2014; Allison y 

cols., 2013). Sin embargo, algunos fotosensibilizadores son hidrofóbicos y al ser agregados 

en un medio acuoso su capacidad se ve reducida, otras de sus desventajas son una longitud 

de onda insuficiente para su excitación y baja producción de ROS debido a hipoxia (Zarrintaj 

y cols., 2018).  

 

El fotosensibilizador puede: 1). no unirse a las células y permanece afuera, por lo que el daño 

se limita a la pared celular; 2). unirse a las células, de manera laxa, y ubicarse más externa o 

internamente por difusión, dependiendo del modo de interacción con los componentes 

celulares o 3). unirse a las células y transportarse activamente a la célula a través de la pared 

a la membrana plasmática (Bacellar y cols., 2015; Alves y cols., 2014). Esta unión y su 

internalización en las células se ve afectada por varios factores, tales como, la estructura de 
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FS, el grado de hidrofobicidad, el número de cargas positivas y la distribución espacial de 

los sustituyentes (Alves y cols., 2014; Uliana y cols., 2014). 

 

A lo largo de los años, diversos compuestos han sido evaluados para la terapia fotodinámica 

tales como las porfirinas, fotodiazinas, fluoresceínas, ftalocianinas, clorinas y en años 

recientes, la curcumina y los derivados de peronaftenona y fullerenos, por tener un espectro 

de absorción en el rango de longitud de onda azul (427-476 nm) se han pensado como un 

fotosensibilizador factible para TFD (Baltazar y cols., 2015; Cieplik y cols. 2014; Dovigo y 

cols., 2013). 

 

Con referencia a las clorinas, derivadas de las clorofilas naturales, forman parte de la segunda 

generación de fotosensibilizadores, están relacionados biosintéticamente con la 

protoporfirina IX, en consecuencia, poseen mayor biocompatibilidad. La banda Soret de las 

clorinas se encuentra alrededor de los 400 nm y sus bandas Q en los 600 nm (Mojzisova y 

cols., 2007; Cieplik y cols., 2014; Uliana y cols., 2014) se ha demostrado que tienen mayor 

selectividad por microorganismos en comparación con células de mamíferos (Uliana y cols., 

2014), además poseen tiempos de incubación bajos y periodos cortos de fotosensibilización 

y absorción de luz a longitudes de onda más largas (que penetran más en los tejidos) así como 

mayores rendimientos de O2 (Baltazar y cols., 2015; Mojzisova y cols., 2007). Debido a su 

alto rendimiento cuántico de oxígeno singlete (1O2), algunos estudios señalan su eficacia en 

la inactivación de células en cultivo de C. albicans y C. guillermondii. (Carvalho y cols., 

2017; Park y cols., 2010; Quishida y cols., 2015; Dovingo y cols. 2013). Sin embargo, debido 

a que el tamaño de C. albicans es aproximadamente 25-50 veces mayor que las bacterias, se 

necesitarían mayores cantidades de oxígeno singlete (1O2) por célula para inactivar las 
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levaduras (Quishida y cols., 2015). Las clorinas tienden a localizarse en los lisosomas 

después de su captación celular por endocitosis ya que siguen el tráfico intracelular y 

terminan fusionándose con los lisosomas (Bacellar y cols.,2015). 

 

 

1.6.4 Híbrido clorina-grafeno 

Los compuestos híbridos utilizados como fotosensibilizadores suelen ser mucho más 

efectivos que los fotosensibilizadores comunes ya que poseen gran afinidad por moléculas 

específicas como: iones, ADN, ARN, proteínas, glúcidos e infinidad de bacterias; además de 

haber demostrado una vida media superior y menor toxicidad (Hosseinzadeh y cols., 2018; 

Zarrintaj y cols., 2018). 

 

Cuadro 2. Estudios de terapia fotodinámica, in vitro, utilizado clorina e6 como fotosensibilizador 

Autor, año Especie 
Concentración e 
internalización 

Tiempo de 
exposición 

Resultado 

Dovingo y cols., 2013 
C. albicans, 

C. glabrata y C. tropicalis 
25-75 mg/mL 

20 min 
12-25 min 

Reducción: 
61.1% albicans 
76.0% tropicalis 
76.9% glabrata 

Quishida y cols., 2015 
C. albicans y C. glabrata 

(ATCC 90028 y 2001) 
100-200 mg/L 

20 min 
9 min  Reducción > 1 log

10
 

Carvalho y cols., 2017 
C. albicans 

(ATCC 10231) 
1-10 g/L 

20 min 
-- Reducción 50-90% 

Alves y cols., 2017 
C. albicans FS (ATCC 90028) 

C. albicans FR (ATCC 
96901) 

100 mg/L 
20 min 

9 min Reducción UFC y FV 

Carmello y cols. 2017 C. albicans ATCC 90028 
100 mg/L 

20 min 
14 min Reducción de 3 log

10 
 

ATCC= American Type Culture Cell; FS=fotosensibilizador; Ce6=clorina e6; FS= fluconazol sensible; FR= fluconazol resistente; 
UFC=unidades formadoras de colonias, FV= factores de virulencia. 
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Se consideran nanopartículas (NPS) a aquellas partículas que miden entre 1 y 100 nm y que 

se comportan como una unidad completa en términos de sus propiedades y transporte. Por su 

composición química, las nanopartículas se dividen en orgánicas e inorgánicas; a las 

nanopartículas orgánicas pertenecen los fullerenos, nanotubos de carbono y dendrímeros. A 

las nanopartículas inorgánicas pertenecen aquellas que incluyen materiales nobles, 

semiconductores, compuestos magnéticos y sus combinaciones (Zarrintaj y cols., 2018; 

Zuchowska y cols., 2017).  

 

Las NPS tienen grandes aplicaciones en la industria química, óptica y electrónica, sin 

embargo, en los últimos años han surgido aplicaciones biomédicas de las NSP, entre las que 

se incluyen la administración de fármacos, la creación de marcadores biológicos 

fluorescentes para la investigación y diagnóstico de algunas enfermedades, vectores para 

terapia génica, detección de proteínas, estudios de resonancia magnética y terapia contra el 

cáncer (Hosseinzadeh y cols., 2018; Zuchowska y cols., 2017).  

 

A este respecto, se han utilizado algunas conjugaciones con otros materiales para mejorar la 

eficacia clínica de la clorina como fotosensibilizador, tal es el caso de la conjugación de 

clorina e6 con polivinilpirrolidona (Ce6-PVP), conocido comercialmente como Photolon TM 

(Copley y cols., 2007) Esta conjugación provee mayor estabilidad a las moléculas de clorina, 

mejor solubilidad en agua, mayor rendimiento cuántico de oxígeno singlete (1O2) (Copley y 

cols., 2007). Este híbrido se ha utilizado con éxito para tratar melanomas de cabeza, cuello y 

piel, con una efectividad del 95% (Petrov y cols., 2004), Así como en otros tipos de 

melanomas en piel utilizando nanopartículas activadas mediante terapia fotodinámica 

(Mongue-Fuentes y cols., 2014) 
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Otro nano material que ha ganado popularidad en los últimos años ha sido el grafeno, 

derivado alotrópico del carbono, el cual tiene una estructura delgada constituida por átomos 

de carbonos dispuestos en forma hexagonal y tiene una hibridación sp2, alta conductividad 

térmica y eléctrica. Sus propiedades físicas (absorbancia intrínseca alta cercana al infrarrojo) 

y químicas (alta área de superficie específica) inusuales han provocado que se estudien sus 

propiedades biológicas. Adicionalmente, el grafeno es un material delgado, resistente, 

transparente y químicamente resistente (Zuchowska y cols., 2017). 

 

El grafeno tiene baja toxicidad, acción local y tiene la habilidad de inducir a apoptosis, tiene 

la capacidad de causar efectos mínimos en las células normales pero ser tóxico para células 

tumorales, debido a que la mayoría de los fotosensibilizadores tienen afinidad por las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL), las cuáles proporcionan a los tejidos el colesterol 

necesario para la creación de la membrana celular después de la división celular, dicha 

afinidad resulta particularmente importante debido al papel en el transporte del 

fotosensibilizador a las células blanco (Kwiatkowski y cols., 2018), su ingreso a la membrana 

celular aumenta la actividad metabólica y la producción de especies reactivas de oxígeno 

(Kakaei y cols., 2016).  

 

1.6.5. Luz (LED y láser) 

Actualmente se utilizan fuentes de luz coherentes (láser) como no coherentes (Emisión de 

Diodos de Luz-LED); los diferentes tipos de láser (CO2, Ar, Er, Er: YAG, Nd: YAG) pueden 

emitir luz con altos grados de mono cromaticidad que pueden enfocarse en una fibra óptica, 

sin embargo, el alto costo y las dificultades de transporte son algunos de los inconvenientes 

(Carrera y cols., 2016; Baltazar y cols., 2015, Migliario y cols.,2013).  
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Un LED es una fuente de luz basada en semiconductores que utiliza electricidad para excitar 

la emisión de luz mediante la recombinación de los orificios y los electrones generados en el 

espacio de banda del semiconductor sin ningún aumento de temperatura. Los LED pueden 

diseñarse para emitir luz en los tres colores de luz visible (rojo, azul y verde) y también en la 

región cercana al infrarrojo; la luz LED es casi monocromática y su bajo costo y longitudes 

de onda la ha llevado a un uso generalizado (Carrera y cols., 2016). 

 

Los LEDs son menos costosos, fácilmente transportables y se utilizan cada vez más en 

aplicaciones experimentales y clínicas de terapia fotodinámica. Es muy importante 

minimizar el daño a los tejidos normales, por lo que la dosis de luz utilizada durante la terapia 

no debe ser superior a 200 mW/cm2 (Baltazar y cols., 2015).  

 

1.6.6. Mecanismo de acción de la terapia fotodinámica  

El estado fundamental de un fotosensibilizador es el estado singlete (S0), la activación por la 

luz da como resultado el tránsito de electrones a un orbital diferente, el fotosensibilizador 

cambia a un estado excitado y pasa a ser una molécula inestable (S1) con semivida corta. Para 

volver a su estado fundamental estable el fotosensibilizador emite fluorescencia o 

fosforescencia. La emisión de fluorescencia no altera el giro del electrón, la fosforescencia 

cambia el giro de un estado singlete a excitado a un estado de triplete excitado (S1´), que 

tiene semivida más larga. (Figura 3) (Baltazar y cols., 2015, Cieplik y cols. 2014; Dai y cols., 

2012).  
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El estado triplete excitado es el principal mediador de las reacciones fotodinámicas, pueden 

ocurrir dos tipos de reacciones fotodinámicas: 

1. Reacción tipo I: el triplete del fotosensibilizador transfiere un electrón o hidrógeno a 

una biomolécula produciendo intermedios reactivos: anión peróxido, (O2
-), peróxido 

de hidrógeno (H2O2), radicales hidroxilos (OH-), óxido nítrico (NO). Esta cascada de 

reacciones conduce a estrés oxidante (Kwiatkowski y cols., 2018, Carreta y cols., 

2016, Baltazar y cols., 2015). 

2. Reacción tipo II: Como resultado de la transición del fotosensibilizador al estado de 

triplete excitado, la energía es transferida a una molécula de oxígeno produciendo 

oxígeno singlete (1O2) que es un oxidante poderoso con tiempo de vida corto que 

puede reaccionar con varias biomoléculas como lípidos y proteínas (Kwiatkowski y 

cols., 2018). 

 

Figura 3. Mecanismos de acción de la terapia fotodinámica. Modificado de Baltazar y cols. Front. Microbiol
2015; 6: 2002. y de Dai y cols. Frontiers in Microbiol 2012; 3: 120.
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Los radicales generados por TFD tienen vidas cortas y solo reaccionan en sus sitios de 

formación, lo que reduce su toxicidad para los tejidos adyacentes normales, éstos radicales 

alteran la estructura de la pared celular y la membrana de los hongos (Dantas y cols., 2015). 

Ambas reacciones contribuyen al daño celular, si éste ocurre en la mitocondria conducirá a 

la célula a muerte por apoptosis, se destruirá la membrana y se perderá la integridad celular 

induciendo necrosis, pero si el daño ocurre en los lisosomas o en el retículo endoplásmico 

provocará la autofagia celular (Kwiatkowski y cols., 2018; Baltazar y cols., 2015; Dantas y 

cols., 2015; Saini y cols., 2014; Dai y cols., 2012).  

 

La ocurrencia de reacciones fotodinámicas dependerá de los sustratos que el radical 

encuentra, ya que, la distancia de difusión de los radicales depende de su reactividad, es así 

que los radicales más reactivos reaccionan antes y no se difunden a grandes distancias. Este 

es el caso del radical hidroxilo, cuya velocidad de reacción está controlada por difusión. Por 

otro lado, el radical superóxido es una especie poco reactiva, por lo que viaja distancias 

mayores antes de ser consumido. De hecho, se sabe que los radicales superóxidos (O2
-, H2O2, 

OH- y NO) actúan como mensajeros en las vías de señalización celular y rara vez son los 

radicales que causarán el daño final (Bacellar y cols., 2015; Dantas y cols., 2015).  

 

Es posible extraer algunas conclusiones de este análisis para las fotooxidaciones en TFD: (a) 

la difusión de especies reactivas fotoinducidas en un entorno biológico está muy limitada y, 

por lo tanto, el fotodaño se produce en el nanoambiente donde se absorbe el fotón; (b) la 

mayoría de la oxidación molecular comienza con oxígeno singlete (1O2), pero las reacciones 

mediadas por radicales son fundamentales para formar especies intermedias importantes, que 

permiten alcanzar puntos de daño celular sin retorno; (c) dirigirse a biomoléculas específicas 
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puede desencadenar diferentes mecanismos de muerte celular programada; (d) la oxidación 

de objetivos específicos puede conducir a un mejor efecto TFD que la oxidación extensa y 

genérica (Bacellar y cols., 2015). 

 

1.7 Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) 

1.7.1 Epidemiología del VIH/SIDA 

El Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (UNAIDS) publicó en su 

reporte global que, a nivel mundial, existían 37.9 millones de personas infectadas con VIH a 

finales de 2018 y 24.5 millones tienen acceso a la terapia antirretroviral altamente activa 

(Global HIV & AIDS statistics – 2019 fact sheet, 2019). 

 

El UNAIDS publicó que, a finales de 2018, en América Latina 1.8 millones de personas 

vivían con la infección por VIH/SIDA y la terapia altamente activa es accesible, en promedio, 

para el 58% de ellos; en México, al 31 de diciembre de 2019, se reportaron 179, 640 mil 

personas que viven con VIH de las cuales, 141 mil tenían acceso al tratamiento 

antirretroviral, cada año hay 112 mil nuevas infecciones y se estima que para el 2020 serán 

250 mil (CENSIDA, 2019). 

 

1.7.2 Etiopatogenia de la infección por VIH/SIDA 

Se han descrito dos tipos de virus de la inmunodeficiencia humana, los cuales pueden 

distinguirse por variaciones en los genes que codifican para la envoltura viral, el tipo 1 (VIH-

1) descrito en 1983 siendo el tipo predominante a nivel mundial y el tipo 2 (VIH-2) descrito 

en 1986, el cual se encuentra prácticamente confinado a los países de África Occidental. 

(Sharp y cols., 2011; Lau y cols., 2013; Tobón y cols., 2008). 
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El VIH es un lentivirus que pertenece a la familia de los retrovirus, ésta se caracteriza por 

presentar un curso crónico con un período largo de incubación y una replicación persistente 

del virus, éstos se caracterizan por integrar su material genético en la célula hospedera 

pasando de ARN a ADN por transcripción inversa (Sharp y cols., 2011). De afuera hacia 

adentro de la partícula viral, se encuentra la envoltura conformada por la gp120 y gp41 

además de lipoproteínas en la membrana de la célula a la que infecta; por debajo de la 

envoltura se encuentra una matriz proteica compuesta por p17, después sigue la cápside 

compuesta por la proteína p24, dentro de la contiene dos copias de ARN de cadena simple y 

enzimas necesarias para la replicación viral (transcriptasa reversa p66, proteasa p11 e 

integrasa p32) (Maartens y cols., 2014; Moir y cols., 2011; Tobón y cols., 2008). 

 

El ARN codifica para nueve genes que son gag, pol y env, los cuales tienen información para 

producir las proteínas estructurales para las nuevas partículas virales y los otros genes tat, 

rev, nef, vif, vpr y vpu son genes reguladores. Adicionalmente el VIH, tiene tropismo por 

receptores de linfocitos CD4+ y a receptores de interleucinas en macrófagos y se une a ellos 

a través del receptor CXCR4 y CCR5 respectivamente (Moir y cols., 2011; Tobón y cols., 

2008). 

 

Para que el virus pueda replicarse necesita invadir una célula, el primer paso es la adherencia 

mediante la interacción de la gp120 viral y el receptor CXCR4 o el CCR5, esta unión protege 

el sitio de unión de la glicoproteína de los anticuerpos. Una vez dada la adherencia la 

envoltura viral y la membrana celular de la célula hospedera se fusionan, una vez que el ARN 

es liberado a la célula la transcriptasa reversa hace una copia de ADN viral, posteriormente 

se forma una cadena complementaria de ADN la cual se unirá al ADN del hospedero, para 
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ello se transporta la cadena hasta el núcleo y la integrasa es la encargada de integrarla al 

genoma del hospedero (Maartens y cols., 2014; Moir y cols., 2011). Después de la 

integración, se sintetizan ARNm para producir nuevas partículas virales, las copias del ARN 

salen del núcleo y el ARNm es traducido para producir enzimas y proteínas estructurales 

virales con la ayuda de la proteasa, en tanto, las demás proteínas, enzimas y material genético 

son encapsulados para formar una partícula viral que saldrá de la célula por gemación (Tobón 

y cols., 2008). 

 

1.7.3 Manifestaciones orales del VIH/SIDA 

Desde el inicio de la epidemia del VIH/SIDA, las manifestaciones orales se han considerado 

como una parte importante por su valor diagnóstico y pronóstico de la enfermedad (Patton y 

cols., 2013; Shiboski y cols., 2009). El Grupo de Ensayos Clínicos del SIDA (ACTG) creó 

en 2006 la Alianza para la investigación del VIH/SIDA en la mucosa bucal denominada 

OHARA con el objetivo de investigar las manifestaciones orales asociadas a estas entidades. 

Son más de 40 manifestaciones orales las se han asociado en mayor o menor proporción con 

la infección por el VIH/SIDA, sin embargo, han sido clasificadas de acuerdo a su etiología 

en micóticas, virales, bacterianas, neoplásicas y otras (Shiboski y cols., 2009).  

 

1.7.4. Infección por Candida en individuos con VIH/SIDA 

La candidiasis bucal es, la infección fúngica más frecuente en pacientes con VIH/SIDA, se 

estima que del 84-100% de los individuos VIH-positivos se encuentran colonizados por 

Candida spp. y que más del 90% de éstos desarrollarán al menos un episodio de candidiasis 

(Vidya y cols., 2016; Freire y cols., 2014; Owotade y cols., 2014; Lin y cols., 2013; Jamil y 

cols., 2013; Cassone y cols., 2012; Santa Anna y cols., 2006). Siendo ésta un indicador de 
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progresión de la infección por VIH, sobre todo en aquellos con conteo de linfocitos T CD4+ 

bajo (<200 cél/mm3) y conteos de carga viral mayores a 10,000 copias/ml. (Kirti y cols., 

2018; Menezes y cols., 2016; Berberi y cols., 2015; Ramírez-Amador y cols., 2009; Gaitán 

y cols., 2008; Ramírez-Amador y cols., 2007; Sánchez-Vargas y cols., 2005). 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

Las infecciones fúngicas orales causadas por Candida spp son frecuentes en los individuos 

con VIH/SIDA, son recurrentes de acuerdo con la condición inmunológica de los individuos 

y en ocasiones resistentes al tratamiento antifúngico lo que genera severas fallas al mismo. 

Así mismo, su condición inmunológica los predispone a cursar con infecciones por diferentes 

especies de Candida, como son C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis, C. tropicalis y C. 

krusei, entre otras.  

 

El fluconazol, es uno de los antifúngicos más utilizados como profiláctico para infecciones 

por Candida spp. en individuos con VIH/SIDA e inmunocomprometidos por diferentes 

causas, y en consecuencia se ha reportado tener efectos secundarios, alta resistencia 

especialmente para C. glabrata y C. krusei  

 

En consecuencia, se ha insistido en la búsqueda de métodos terapéuticos alternativos, como 

la TFD que ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de diversos tipos de neoplasias, así 

como, para inactivar in vitro especies de Candida como tratamiento para la candidiasis oral, 

sin embargo, se desconoce el efecto de la TFD utilizando el fotosensibilizador Ce6 o un 

híbrido FGL-Ce6 en aislamientos clínicos orales de individuos con VIH/SIDA. El presente 

estudio in vitro permitirá comparar el efecto antifúngico de la TFD para inactivar UFC en 

aislamientos clínicos de candidiasis oral utilizando Ce6 y el híbrido FGL-Ce6 comparándolo 

con el efecto de fluconazol, así mismo, aportará información para futuras investigaciones 

para su posible uso como tratamiento.  
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3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto antifúngico in vitro de Ce6 y el híbrido FGL-Ce6 activados mediante terapia 

fotodinámica comparándolo con el efecto de fluconazol sobre especies de Candida aisladas 

de la infección de la mucosa oral de pacientes con VIH/SIDA. 

 

3.2 Objetivos específicos 

- Determinar la frecuencia de especies de Candida aisladas de la infección de la mucosa 

bucal de pacientes con VIH/SIDA. 

 

- Determinar la frecuencia de sensibilidad y resistencia al fluconazol por especies de 

Candida aisladas de la infección de la mucosa oral de pacientes con VIH/SIDA. 

 

- Determinar el efecto antifúngico de Ce6 y del hibrido de FGL-Ce6 en las especies de 

Candida aisladas de la infección de la mucosa oral, con y sin activación fotodinámica 

vs un control sin tratamiento. 

 

- Comparar el efecto antifúngico de Ce6 y el híbrido FGL-Ce6, en especies de Candida 

sensibles y resistentes a fluconazol, con y sin activación fotodinámica comparándolas 

con fluconazol. 
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4. MATERIALES Y MÉTODO 

4.1 Diseño de estudio  

Estudio experimental realizado en individuos con VIH/SIDA con candidiasis oral que 

asistían a la consulta externa de las Clínica Condesa y Condesa Iztapalapa. En colaboración 

con la Maestría en Patología y Medicina bucal (UAM-X), el Laboratorio de Bioquímica, 

Microbiología y Patología Bucal de la Facultad de Estomatología de la Universidad 

Autónoma de San Luis Potosí (UASLP) y el laboratorio de Microbiología Molecular del 

Instituto Potosino de Investigación Científica y Tecnológica (IPICyT). 

 

4.2 Universo, lugar y periodo de realización del estudio 

Se incluyeron individuos adultos diagnosticados con VIH/SIDA que asistieron a la consulta 

de Patología y Medicina Bucal de la Clínica Especializada Condesa y Condesa Iztapalapa, 

que autorizaron su participación en el estudio mediante la firma de un consentimiento 

informado, durante el período comprendido entre febrero y junio de 2018.  

 

Criterios de inclusión 

• Individuos mayores o con 18 años cumplidos de ambos sexos, con diagnóstico 

confirmado de VIH/SIDA con candidiasis oral confirmado por métodos microbiológicos. 

 

Criterios de exclusión 

• Individuos con diagnóstico confirmado de VIH/SIDA con candidiasis oral que estén, o 

hayan recibido tratamiento antifúngico oral o sistémico en el mes previo a su inclusión 

en el estudio. 
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Criterios de eliminación 

• Aislamientos de Candida spp obtenidos de la mucosa oral de individuos con VIH/SIDA 

y candidiasis, que no demostraron crecimiento de UFC, contaminados con otros 

microorganismos o cuyo ADN no pudo ser extraído o se encontró degradado.  

 

4.3 Procedimientos para la recolección de información 

La información se recolectó, previa firma del consentimiento informado (Anexo 2), en una 

ficha de recolección de datos (Anexo 3), La ficha se dividió en tres apartados: 

a) Clínico: se incluyeron datos de identificación, demográficos (edad, sexo, fecha de 

nacimiento, escolaridad, lugar de residencia y ocupación), antecedentes de la 

condición sistémica (fecha de diagnóstico, carga viral, conteo de linfocitos T CD4+, 

tratamiento antirretroviral, falla previa a Terapia Antirretroviral Combinada (TARc)), 

hábitos (consumo de alcohol y tabaco), datos del examen bucal sistemático, tipo de 

candidiasis de acuerdo a los criterios de Shiboski y cols., (2009) y tratamiento 

antibiótico o antifúngico previo 

b) Microbiológico y biología molecular: resultados de la citología exfoliativa, datos de 

crecimiento de UFC en Agar Dextrosa Sabouraud, identificación de levaduras por 

medios cromogénicos (CHROMAgar ®), identificación de las especies de Candida 

por PCR, datos de la terapia fotodinámica (cantidad de levaduras por ml, 

fotosensibilizador utilizado, concentración y tiempo de exposición) y datos del 

crecimiento de especies después de la terapia fotodinámica mediante el conteo de 

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por ml. 

c) Códigos: se incluyeron los códigos que se emplearon para el llenado de la ficha de 

recolección de datos. 
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4.4 Procedimientos clínicos 

A los participantes se les informó sobre el objetivo del proyecto, sus beneficios y 

repercusiones, y se les solicitó firmar un consentimiento informado. Se les interrogó y 

completó la ficha de recolección de datos, se realizó el examen bucal el cual se llevó a cabo 

por dos especialistas en medicina bucal, siguiendo un orden topográfico estricto (Anexo 4), 

utilizando guantes y abate lenguas de madera desechables. El diagnóstico y clasificación de 

candidiasis oral se realizó con base en los criterios clínicos establecidos por Shiboski y cols., 

2009, y se confirmó mediante citología exfoliativa y cultivo.  

 

La muestra citológica se obtuvo mediante un raspado de la zona lesionada con abate lenguas 

de madera, el material obtenido se extendió en un portaobjetos previamente rotulado con los 

datos del paciente (nombre, edad, sexo, localización de la lesión y fecha de la toma de 

muestra), por último, se fijó con spray citológico (Coronado y cols., 2013; Quindos G y cols., 

2007) y se llevó al Laboratorio de Histopatología de la UAM Xochimilco para su análisis 

microscópico, el cual se realizó por dos especialistas en patología bucal previamente 

calibrados (Kappa =0.80).  

 

Para la toma de muestra y su posterior cultivo, el individuo debió estar en ayuno por lo menos 

2 horas y no haberse realizado ningún procedimiento de higiene bucal o colutorio. Se realizó 

la toma de muestra mediante hisopado de la mucosa bucal utilizando un hisopo estéril y 

girando todo el tiempo en contra de las manecillas del reloj en las zonas de la mucosa bucal 

con lesión de candidiasis. La muestra se colocó en un medio de transporte (medio Stuart) 

para mantener la viabilidad de Candida spp. (Tooyama y cols., 2015; Williams y cols., 2000) 



 

 
35 

se rotulo con el código correspondiente, CI-# de sujeto-año o CC-#de sujeto-año, para la 

clínica Condesa Iztapalapa y Clínica Condesa respectivamente.  

 

4.5 Procedimientos de laboratorio 

Las pruebas de laboratorio se realizaron tanto en el laboratorio de Histopatología y el 

laboratorio de Microbiología y Biología Molecular de la UAM Xochimilco, así como, en el 

Laboratorio de Bioquímica, Microbiología y Patología de la Facultad de Estomatología de la 

Universidad Autónoma de San Luis Potosí y el laboratorio de Microbiología Molecular del 

Instituto Potosino de Investigación Científica y Tecnológica (IPICyT), 

 

Diagnóstico citológico  

En el laboratorio de histopatología de la UAM Xochimilco, los portaobjetos fueron teñidos 

con tinción de ácido peryódico de Schiff (tinción de PAS), una vez teñidos se realizó, por 

especialistas, un análisis microscópico para determinar la presencia de hifas de Candida spp., 

(Padilha y cols., 2014; Mehrotra y cols., 2011; Terai y cols., 2009) y emitir el diagnóstico 

citológico de Candidiasis positiva o negativa. Se elaboraron reportes con el resultado de la 

observación y se entregaron a los sujetos de investigación (Anexo 5). 

 

Diagnóstico microbiológico  

En una zona de trabajo aséptica y cerca del calor de un mechero de Fisher, se rotularon las 

cajas de CHROMAgar® Candida (Paul y cols., 2019; Hassan y cols., 2018, Devi y cols., 

2014; Neppelenbroek y cols., 2014) con la codificación correspondiente al aislamiento y 

fecha de sembrado; después se agitó el medio de Stuart con la ayuda de un agitador vórtex. 

El sembrado se realizó descargando el inóculo contenido en el hisopo con movimientos 
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horizontales sobre las placas de cultivo cromogénicos. Se incubaron a 36º C por 48 h y se 

realizó la identificación presuntiva de especies de Candida, de acuerdo con las características 

colorimétricas indicadas por el fabricante (Anexo 6). 

 

Los cultivos positivos a una o más especies se resembraron y purificaron en nuevas placas 

de CHROMAgar (Paul y cols., 2019; Harsha y cols., 2011; Linares y cols., 2007), hasta 

separar las diferentes colonias; estás, se resembraron en placas de ADS adicionado con 

cloranfenicol (Neppelenbroek y cols., 2014; Williams y cols., 2000), utilizando la técnica de 

cultivo puro, para poder obtener el crecimiento de colonias separadas, las placas fueron 

incubadas a 36 ºC por 48 h. Una vez identificadas y aisladas se preservaron, para ello se 

utilizaron tubos de ensayo estériles con 3 ml de caldo Sabouraud glucosado y un inóculo de 

la muestra, se incubaron a 36 ºC durante 24 h y posteriormente, se transfirieron 500 l del 

inóculo y 500 l de glicerol al 30%, se congelaron a -30°C para su uso posterior (Quindos G 

y cols., 2007). 

 

Caracterización molecular 

Se realizó la extracción de ADN mediante la técnica diseñada por en el departamento de 

Microbiología molecular del Instituto Potosino de Investigación Científica y Tecnológica 

(IPICYT), la cual se detalla a continuación:  

 

Se colocaron inóculos de las muestras en 3ml de caldo dextrosa Sabouraud, se incubaron a 

37ºC durante 24 h, se centrifugaron a 500 rpm por 5 min y se decantó el sobrenadante, se 

agregaron 5 ml de PBS, se agitaron con vórtex y se centrifugaron a 500 rpm por 5 minutos. 
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Después se desechó el sobrenadante y se adicionó 1ml de PBS, se agitaron y transfirieron a 

tubos cónicos de 1.5 ml, se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 minutos, se decantó el 

sobrenadante y se re suspendieron las pastillas en 500 l de Buffer A (Tris 50mM (0.05M, 

EDTA 10mM (0.01M), NaCl 150mM (0.15M), Tritón 1%, SDS 1% y H2O di destilada y 

autoclaveada).  

 

Resuspendidas las pastillas se transfirieron a tubos cónicos de 1.5mL con 500l de fenol: 

cloroformo: alcohol isoamílico 25:24:1, se agitaron con vórtex durante 4 minutos y se 

incubaron a 44 ºC por 30 min. Transcurrido el tiempo se agitó 4 minutos y se centrifugó a 

13, 000 rpm durante 10 min, se recuperó la fase acuosa (aproximadamente 450-600 l) y fue 

transferida a nuevos tubos cónicos de 1.5 ml, se añadieron 50 l de buffer A y 0.3l de cóctel 

de ARNsas, se agitó e incubó a 44 ºC durante 30 min. Transcurrido el tiempo, se retiraron de 

la incubadora y se les agregó 1 ml de etanol frio al 100%, se mezcló suavemente hasta 

observar el ADN formando un pellet, se centrifugó a 13,000 rpm durante 5 min y se desechó 

el sobrenadante. A continuación, se lavó el pellet con 1ml de etanol frio al 70%, se desechó 

el sobrenadante sin perder de vista el pellet de ADN, se dejaron secar las pastillas a 44 ºC 

hasta que se evaporó el etanol. Las muestras se rehidrataron con 50 l de Tris 10 mM, 0.3l 

de cóctel de ARNsas y 50l EDTA 10 mM, finalmente se incubaron a 37 ºC, por 30 minutos.  

 

Cuantificación de ADN 

Para la cuantificación de ADN se tomó 1 µl de cada tubo que lo contenía utilizando el 

programa Thermo Scientific NanoDrop 2000 spectrophotometer®. Se muestran las 
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mediciones de cada uno de los aislamientos (Anexo 7). Con la razón Abs260/Abs280 se 

determinó la cantidad de ADN extraído: 

- Abs260/Abs280 < 1.4 indicaba que había más proteína que ácidos nucleicos. 

- Abs260/Abs280 > 2.0 indicaba que el ADN estaba degradado. 

- Abs260/Abs280 de 1.4 a 2.0 indicaba que el ADN es de buena calidad. 

 

Identificación molecular 

La identificación se realizó mediante PCR simple y se inició con C. albicans sometiendo a 

todos los aislamientos identificados como esta especie por métodos cromogénicos, 

posteriormente se identificaron las especies de C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis y C. 

tropicalis. Para la reacción de PCR se preparó una alícuota con 12.5 l de 2X Go Taq Master 

Mix (Promega, Inc. USA), 2.4 l de primer mix (sentido y antisentido) de cada especie 

(Invitrogen Inc. USA), 2 l del ADN previamente extraído y se aforó a 25 l con agua sin 

ARNasas en un tubo cónico de 50 l. Adicionalmente, se preparó un control negativo 

conteniendo únicamente agua en lugar de ADN y un control positivo para cada especie. Se 

programó el termociclador (MULTIGENE Labnet Internacional, Inc.USA) para las 

reacciones de PCR con las siguientes condiciones de temperatura y tiempo para cada especie 

(Cuadro 3). 
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En la reacción de PCR fueron empleados cebadores específicos para cada especie, que 

amplifican los genes específicos de cada especie de Candida; los primers empleados se 

encuentran patentados por el Instituto Potosino de Investigación Científica y Tecnológica 

(IPICYT), por lo cual las secuencias utilizadas en este proyecto no se describen, cabe 

mencionar que estas patentes han sido desarrolladas por el equipo de investigadores adscritos 

al Laboratorio de Microbiología Molecular de dicho Instituto (Dra. ICN, Dr. APN). Los 

números de registro de las patentes son las siguientes: C. albicans: México: MX348351; C. 

glabrata: México: MX352246 B y Europa: EP2410052 B; C. tropicalis: México: 

MX355488; C. parapsilosis: México: MX348352. Por lo anterior en el presente trabajo nos 

reservamos el derecho de describir las secuencias completas utilizadas para la identificación 

de cada especie. 

 

Cuadro 3. Programación del termociclador para la identificación de especies de Candida 

Etapas Alineación Elongación 

 Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo 

Paso 1 (1 ciclo) 94 ºC 1 min   

Paso 2 (40 ciclos)    

Fase de desnaturalización 94 ºC 15 seg   

Fase de alineación    

     C. albicans 62 ºC 20 seg 72 ºC 15 seg 

     C. glabrata y 
     C. krusei 

60 ºC 20 seg 72 ºC 40 seg 

     C. tropicalis 57 ºC 20 seg 72 ºC 15 seg 

     C. parapsilosis 55 ºC 20 seg 72 ºC 15 seg 

Paso 3 (1 ciclo) 72 ºC 5 min   

 20ºC ∞   

ºC= grados Celsius   
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Posteriormente se realizó un análisis electroforético de los productos de la PCR de las 

especies de Candida visualizado las reacciones en un gel de agarosa al 1.5 % con 1 g/ml de 

bromuro de etidio; para dicho análisis se prepara el amortiguador Tris/Acético/EDTA (TAE) 

1X, el cual se vertió en la cámara electroforética (Gel XL Ultra V2 Labnet International, Inc., 

USA) conteniendo el gel de agarosa, cada pozo del gel de agarosa se cargó con 5 l del 

producto de la PCR con ayuda de micropipeta, uno de los pozos se cargó con 5 l del 

marcador de pares de bases pBR322 digerido con HaeIII.  

 

A la cámara se le aplicó un voltaje de 100 V durante 25 min, los amplicones y los marcadores 

de pares de bases se visualizaron en un transiluminador (Dyna Light Dual Intensity UV 

Transiluminator Labnet International, Inc. USA). La documentación fotográfica de los geles 

se realizó con el sistema VersaDoc (Bio-RAD, EUA).  

 

Síntesis, caracterización y esterilidad del hibrido de grafeno y clorina e6 (FGL-Ce6) 

El hibrido a base de grafeno y clorina e6 fue elaborado con base en lo descrito por Acosta y 

cols., (2017). Esta síntesis involucra la exfoliación de grafeno usando como solvente agua. 

Todos los solventes y químicos se obtuvieron de proveedores comerciales, la clorina e6 (Ce6) 

y el grafito se adquirieron de Frontier Scientific Logan y Bay Carbon, Inc. (SP-1 graphite 

powder, lote N◦ 04100 para grafito y lot. N◦ 011705 para Ce6, www.baycarbon.com). La 

lámpara UV que se utilizó para la esterilización de los materiales es de la marca 

SPECTROLINE modelo Q-22S, UV-luz blanca, 115V, 60Hz.  
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La síntesis del híbrido se llevó a cabo pesando 1mg de grafito se colocó en un vial de vidrio, 

ambos fueron expuestos a luz UV por medio de una lámpara durante 45 minutos para su 

esterilización. Durante la esterilización se preparó una solución de clorina e6 en metanol a 

una concentración de 1mg/ml después, esta solución se filtró usando un filtro PTFE de 0.2 

μm. Posteriormente, se mezclaron el grafito con 2 ml de la solución de clorina e6/metanol y 

8 ml de agua destilada estéril, obteniendo una solución final de 10ml, la mezcla se realizó 

dentro de una campana con un flujo laminar de aire que evita la contaminación de la solución. 

La mezcla se sometió a ultrasonicación por 45 minutos para realizar la exfoliación de grafito, 

agregando de manera constante hielo al baño sónico para evitar que la mezcla se calentara.  

Después de la sonicación, la mezcla fue centrifugada a 500 rpm durante 90 minutos para 

eliminar el grafito que no haya sido exfoliado el sobrenadante se recuperó y filtró con una 

membrana de teflón de 0.2 μm colocada en un sistema de filtrado previamente esterilizado, 

posteriormente la membrana es lavada con agua estéril hasta que el remanente resultó 

transparente, durante este paso se elimina la clorina que no esté unida al grafeno. El material 

de interés queda sobre la membrana y se re suspendió en 10 ml de agua destilada estéril, la 

cual es agitada con ayuda de vórtex durante 10 minutos. 

 

La caracterización de FLG-Ce6 se llevó a cabo por medio de espectroscopia UV-Vis, el 

equipo empleado para los espectros UV-Vis fue un espectrofotómetro UV-Visible Cary 60 

empleando cubetas de cuarzo de 10 mm de longitud. Para cada una de las mediciones 

realizadas se restó la línea base, esto para restar el espectro obtenido del disolvente (Acosta 

y cols., 2017).  
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Para comprobar la esterilidad del nanohíbrido FLG-Ce6 se colocaron 50μl del hibrido en 5 

ml de caldo YPD (extracto de levadura, peptona, dextrosa), la mezcla fue colocada en una 

incubadora con agitación a 115 rpm y a 37◦, se observó el crecimiento a las 24 y 48 hrs. 

Adicionalmente se utilizaron controles de crecimiento, como control positivo se usó una 

inoculación de levadura en 5 ml de medio YPD y como control negativo se usa 5 ml de medio 

YPD fresco estéril.  

 

Terapia Fotodinámica  

Se tomaron 1 a 2 colonias de cada aislamiento sembrado en ADS, se inocularon en un tubo 

Falcon con 15 ml de caldo YPD e incubaron 24 h a 37°C. Transcurrido el tiempo se 

centrifugaron a 500 rpm durante 5 minutos, se decantó el sobrenadante y dieron dos baños 

con PBS finalmente se agregaron 5 ml de PBS, se agitaron y realizaron diluciones 1:100 y 

1:10 para realizar conteo celular utilizando la cámara de Neubauer (Technical Note-Neubauer 

Chamber Cell Counting, 2020) la concentración se ajustó a 1 x 105 para cada uno de los 

aislamientos.  

 

Para la aplicación de la terapia fotodinámica se utilizaron microplacas de 96 pocillos 

estériles, se colocaron cuatro muestras por placa y los pocillos se aforaron a 200l, 

distribuyéndose en el pocillo uno 100 l de células (a una concentración de 1x105 cél/mm3) 

y 100 l de fluconazol (a una concentración de 64g de fluconazol). El pocillo dos se dejó 

vacio, en el pocillo tres se colocaron 100 l de células (concentración de 1x105 cél/mm3) y 

100 l de PBS (control negativo), en el pocillo cuatro se colocaron 100 l de células 

(concentración de 1x105 cél/mm3), 4.2 l de Ce6 (a una concentración de 1mg/ml) y 95.8 l 
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de PBS, en el pocillo cinco se colocaron 100 l de células (concentración de 1x105 cél/mm3), 

74 l de Ce6 (a una concentración de 1mg/ml) y 26 l de PBS. Las microplacas, se incubaron 

a 37º bajo completa oscuridad durante 20 minutos, trascurrido el tiempo, una placa no fue 

expuesta a la luz y la otra se expuso durante 45 min a luz LED. La lámpara constó de un 

conjunto de LEDs conectados en paralelo que emitían luz a una longitud de onda de 660 nm, 

ésta, fue una modificación (figura 4) de un dispositivo LED llamado Bio Table diseñado por 

el Instituto de Física de San Carlos (Universidad de Sao Paulo, Sao Carlos, SP, Brasil) 

(Dovigo y cols., 2009). La potencia de cada LED fue de 2.85 mW, éstos se colocaron a 10 

cm de las placas, debido al espacio que hay entre los LEDs y la muestra, es difícil conocer la 

potencia entregada, la fluencia calculada de cada LED es de 7.9 J/cm2. La fluencia se calculó 

mediante la siguiente fórmula: Fluencia (J/cm2) = Intensidad de la luz (W/cm2) x tiempo de 

exposición (segundos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Lámpara para terapia fotodinámica 
con LEDs activos de 2.85 mW.



 

 
44 

Transcurrido el tiempo de irradiación se sembró el contenido de los pocillos realizando 

diluciones seriadas de 100, 101, 102 y 103 de cada uno, se tomaron 10 l de cada dilución y 

se colocó en una placa de ADS, las placas se incubaron a 37ºC durante 24 h (Figura 5). La 

lectura se realizó manualmente a las 12 y 24 h post-incubación, en caso de no observar los 

límites entre una colonia y otra se utilizó el microscopio estereoscópico para visualizar mejor 

las colonias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 5. Diluciones y sembrado por goteo según lo descrito por Thomas y cols., 2015. A la
derecha se observa la distribución del sembrado en la caja de petri. F=fluconazol, M=muestra,
C= clorina y H=híbrido.
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Resistencia antifúngica 

Para determinar la susceptibilidad y resistencia antifúngica se usó el método de difusión en 

disco, se inoculó con un cultivo sin diluir (0.5 estándar McFarland) en agar Mueller-Hinton 

suplementado con glucosa al 2% y 0.5 g/ml azul de metileno (M44-A del CLSI) descrito 

por el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI [antes NCCLS – National Committee 

for Clinical Laboratory standards, por sus siglas en inglés). Se utilizaron discos de 9 mm con 

25 g de fluconazol para evaluar la susceptibilidad, las placas se incubaron a 37º C durante 

24 h. Los diámetros de la zona de inhibición se determinaron midiendo el milímetro entero 

en un punto en el que había una reducción de crecimiento o ningún crecimiento visible. Se 

consideró sensible cuando la medición del halo resultara >19 mm y resistente cuando el halo 

fuera <14 mm (figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 6. A. Prueba de susceptibilidad a fluconazol en C. albicans, la medición del halo
indica que la especie es sensible. B. Prueba de susceptibilidad a fluconazol en C. krusei, la
medición del halo indica que la especie es resistente.

A B
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4.6 Variables 

Dependientes: Efecto antifúngico de la terapia fotodinámica en el conteo de UFC para cada 

una de las especies de Candida. 

Independientes: Demográficas (género, edad, fecha de nacimiento, escolaridad, lugar de 

residencia), antecedentes de la condición sistémica (fecha de diagnóstico, carga viral, conteo 

de linfocitos T CD4+, tiempo de uso de TARc), hábitos (consumo de alcohol y tabaco), 

variedad clínica de candidiasis y susceptibilidad a fluconazol. 

 

4.7 Definición operacional de las variables 

La definición y operacionalización de las variables se describen en el anexo 8 

 

4.8 Análisis estadístico 

Los datos de la ficha de recolección fueron capturados utilizando el software JMP versión 

9.0. Se obtuvieron proporciones de las variables nominales, y se calcularon medidas de 

tendencia central (medias y medianas) y de dispersión (desviación estándar e intervalos 

intercuartilares) para las variables continuas.  

 

El análisis entre el grupo control de tratamiento y el crecimiento de UFC por especie con los 

tratamientos de Ce6 y FGL-Ce6 de Candida spp. se realizó a través de la prueba de T de 

Student. Las pruebas de hipótesis se realizaron a un nivel de alfa  0.05. 
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4.9 Consideraciones bioéticas 

A todos los participantes incluidos en este estudio se les explicó el objetivo del protocolo y 

los procedimientos a realizar confirmando que eran no invasivos y que, en caso de aceptar su 

inclusión, se les solicitó la firma de un consentimiento informado, señalando que sus datos 

demográficos, clínicos, citológicos y microbiológicos serían usados con fines de 

investigación. Se les aseguró que estos datos son estrictamente confidenciales y nunca se 

identificará su persona. En aquellos casos en los que se negaran a participar no habría 

repercusiones sobre su tratamiento estomatológico y consulta clínica. El presente estudio se 

clasificó dentro del rubro de investigación sin riesgo en el que no se realiza ninguna 

intervención invasiva en los individuos que participan en éste de acuerdo al artículo 17 del 

reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud. 

 

Las fichas de recolección de datos y las muestras (citológicas) incluidas se encuentran bajo 

resguardo del Laboratorio de Patología y Medicina bucal de la UAM-Xochimilco, los 

aislados microbiológicos se encuentran resguardados en el Laboratorio de Biología 

Molecular de la UAM-Xochimilco. 
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5. RESULTADOS 

En el presente estudio se incluyó un total de 36 aislamientos orales provenientes de 24 

individuos con VIH/SIDA, 14 (58.3%) provenientes de la Clínica Especializada Condesa-

Iztapalapa y 10 (41.6%) de la Clínica Especializada Condesa. La mayor parte (96%) eran del 

sexo masculino, con una mediana de edad de 33 años (Q1-Q3= 27-40). Dos terceras partes 

(67%) se encontraban en el estadio avanzado de la infección por VIH/SIDA. El 50% (n=12) 

de los sujetos recibían terapia antirretroviral combinada (TARc). De los individuos incluidos, 

18 (75%) fumaban y 62.5% (n=15) mencionaron ingerir alcohol al interrogatorio (Cuadro 4).  

 

La variedad clínica de candidiasis oral más frecuente fue la eritematosa con 15 casos (62.5%), 

4 casos (16.6%) pseudomembranosa y los 5 restantes fueron combinaciones de candidiasis 

pseudomembranosa, eritematosa, crónica hiperplásica y queilitis angular. La localización 

más frecuente fue el paladar (53.8%). En cuanto a la citología exfoliativa en 18 casos (75%) 

resultó positiva y en 6 (25%) fue negativa. Para la identificación de especies, se realizó una 

identificación presuntiva mediante cultivos cromogénicos y se confirmó mediante pruebas 

moleculares.  

 

En la identificación con CHROMAgar Candida®, en 10 (41.6%) de los 24 sujetos incluidos 

en el estudio se identificaron dos o tres especies, resultando 36 aislamientos en total. De 

éstos, Candida albicans fue la especie más frecuente con 17 (47.2%) aislamientos, seguida 

de C. glabrata 13 (36.1%), C. krusei 5 (13.8%), C. tropicalis 1 (2.7%) y 2 (5.5%) especies 

diferentes. De acuerdo a la identificación molecular, se identificaron 15 (41.62%) C. 

albicans, 8 (25%) C. glabrata, 4 (10.5%) C. krusei, 1 (2.7%) C. tropicalis, 1 (2.7%) C. 
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parapsilosis y 7 (19.4%) resultaron ser de otra especie. Para la fase experimental se usó la 

identificación molecular de las especies de Candida. 

 

La susceptibilidad o resistencia a fluconazol, se identificó de acuerdo con el punto de corte 

establecido por el CLSI (medición del halo en mm susceptible >19, resistente o sin halo <14), 

de acuerdo a lo anterior 14 (38.8%) aislamientos resultaron sensibles a fluconazol y 22 

(61.1%) resistentes. Los detalles de las especies sensibles y resistentes a fluconazol se 

muestran en el anexo 9. 

 

En el tratamiento con la terapia fotodinámica, los grupos sin exposición a la luz (LED 660mn) 

tratados únicamente con el fotosensibilizador (Ce6 y FGL-Ce6) se comportaron de manera 

similar al control, es decir, no hubo reducción en el conteo de UFC de Candida por especie 

(Ce6 p= 0.742 y FGL-Ce6 p=0.956, respectivamente) (Cuadro 5).  

 

Los grupos de tratamiento expuestos a la luz (LED 660mn) mostraron una reducción 

estadísticamente significativa de acuerdo al análisis realizado mediante la prueba de T. Al 

comparar el conteo de UFC de Candida spp. tanto en el grupo tratado con Ce6 (p=0.014) 

como en el grupo tratado con FGL-Ce6 (p=0.004) (Cuadro 6), la reducción observada fue de 

0.9% para Ce6 y 11.5% para el híbrido FGL-Ce6 con respecto al grupo control. 

 

En el análisis por especie, Candida albicans mostró reducción en el conteo de UFC de 

11.25% en el tratamiento con Ce6 (p= 0.0027) y del 10% con tratamiento con FGL-Ce6 

(p=0.008), al ser comparados con el grupo control (Figura 7), no se observó una diferencia 
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estadísticamente significativa al comparar otras especies en los diferentes grupos de 

tratamiento vs el control (Figura 8) (Cuadro 6).  

 

Al realizar el análisis de los grupos sensibles y resistentes a fluconazol expuestos a la terapia 

fotodinámica, se observó reducción en el conteo de UFC en los aislamientos sensibles 

tratados con FGL-Ce6 (p=0.024) y en los aislamientos resistentes tratados con Ce6 (p=0.008) 

(Cuadro 7).  
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Cuadro 4. Características demográficas de 24 sujetos con VIH/SIDA con candidiasis bucal. 

Características n=24 (%) 

Sexo   

     Femenino 1 (  4.0) 

     Masculino 23 (96.0) 

Mediana de edad (años) (Q1- Q3) 33 (27-40) 

Categoría de transmisión   

     Heterosexual 4 (16.6) 

     HSH 20 (83.3) 

Estadio clínico (CDC)   

     No SIDA 8 (33.3) 

     SIDA 16 (66.6) 

Mediana de CD4+ (Q1- Q3) cél/mm3 195 (57 - 300) 

     Distribución   

      < 200 células/mm3 13 (54.1) 

     > 200 células/mm3 11 (45.8) 

Mediana de CV (Q1- Q3) copias/ml 72,268 (19,436 – 201,676) 

     Distribución   

      CV indetectable 4 (16.6) 

     < de 10,000 copias ARN/ml 3 (12.5) 

     > de 10,000 copias ARN/ml 17 (70.8) 

Uso de TARc   

     Si 12 (50.0) 

     No 12 (50.0) 

Mediana de uso de TARc (Q1- Q3) días (n=12) 1,104 (435 – 1,832) 

     Distribución (n=12)   

      30–365 días 1 (  8.3) 

     > 365 días 11 (91.6) 

Consumo de tabaco 18 (75.0) 

Consumo de alcohol 15 (62.5) 
HSH= hombre que tiene sexo con hombre CDC= Centers for Disease Control and Prevention, SIDA=síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida, CV= carga viral, TARc= terapia antirretroviral combinada, ARN=ácido ribonucleico, ml=mililitro, mm3=milímetro cúbico 
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Cuadro 5. Grupos de tratamiento de la terapia fotodinámica sin exposición a la luz LED (660 nm).  

 
Control L- 

(n=36) 
Ce6 L- 
(n=36) 

FGL-Ce6 L- 
(n=36) 

 N 
UFC 
log10 

IC 95% 
UFC 
log10 

IC 95% D 
p* 

UFC 
log10 

IC 95% D p* 

Candida spp. 36 5.87 (5.61-6.14) 5.93 (5.67-6.20) 0.0619 0.742 5.86 (5.60-6.13) 0.0102 0.956 

Especie de Candida  

C. albicans 15 5.60 (5.33-5.87) 5.65 (5.38-5.92) 0.0446 0.814 5.59 (5.31-5.86) 0.0193 0.919 

            

C. glabrata 8 6.67 (5.79-7.54) 6.72 (5.85-7.60) 0.0550 0.927 6.64 (5.76-7.51) 0.0287 0.961 

            

C. krusei 4 5.78 (5.32-6.23) 5.91 (5.45-6.36) 0.1325 0.651 5.79 (5.34-6.25) 0.0175 0.952 

            

Sin identificar (spp.) 7 5.65 (5.25-6.05) 5.70 (5.30-6.09) 0.0457 0.866 5.71 (5.31-6.10) 0.0571 0.833 

            

C. tropicalis / 

C. parapsilosis 
2 4.41 -- 5.48 -- -- -- 4.84 -- -- -- 

            

L-=Control sin exposición a la luz; Ce6 L-= Clorina e6 sin exposición a la luz; FGL-Ce6 L-= Híbrido clorina e6-grafeno sin exposición a la luz, UFC= Unidades Formadoras de Colonias, spp= especies.   
IC 95%= Intervalo de confianza al 95%, D= Diferencia, p= valor de p 
El valor de p en los grupos de Ce6 y FGL-Ce6 corresponde a la comparación de los grupos de tratamiento contra el grupo control 
* Prueba de T 



53 

 
 
 

 

Cuadro 6. Grupos de tratamiento de la terapia fotodinámica con exposición a la luz LED (660 nm).  

 
Control L- 

(n=36) 
Ce6 L+ 
(n=36) 

FGL-Ce6 L+ 
(n=36) 

 N 
UFC 
log10 

IC 95% 
UFC 
log10 

IC 95% D 
p 

UFC 
log10 

IC 95% D p 

Candida spp. 36 5.87 (5.54-6.20) 5.29 (4.96-5.62) 0.5872 0.014 a* 5.19 (4.86-5.52) 0.6869 0.004 b* 

Especie de Candida  

C. albicans 15 5.60 (5.35-5.86) 4.97 (4.71-5.22) 0.6386 0.002a* 5.04 (4.79-5.30) 0.5613 0.008b* 

            

C. glabrata 8 6.67 (5.90-7.44) 6.26 (5.49-7.02) 0.4112 0.714 6.17 (5.40-6.94) 0.4975 0.614 

            

C. krusei 4 5.78 (5.27-6.28) 5.58 (5.08-6.08) 0.1975 0.807 5.51 (5.01-6.01) 0.2650 0.685 

            

Sin identificar (spp.) 7 5.45 (4.52-6.78) 5.64 (3.51-5.76) 1.012 0.394 4.28 (3.15-5.41) 1.370 0.195 

            

C. tropicalis / 

C. parapsilosis 
2 4.41 -- 5.48 -- -- -- 4.84 -- -- -- 

L-=Control sin exposición a la luz; Ce6 L+= Clorina e6 con exposición a la luz; FGL-Ce6 L+= Híbrido clorina e6-grafeno con exposición a la luz, UFC= Unidades Formadoras de Colonias, spp= especies 
IC 95%= Intervalo de confianza al 95%, DC= Diferencia de cuadrados, p= valor de p 
a Comparación entre el grupo control vs tratamiento con Ce6, b Comparación entre el grupo control vs tratamiento con FGL-Ce6 
* Prueba de T 
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Cuadro 7. Conteo de UFC´s por aislamientos sensibles y resistentes a fluconazol de Candida spp. tratadas con terapia fotodinámica 

 
 

Control L- Ce6 L+ FGL-Ce6 L+ 

n UFC log10 IC 95% UFC log10 IC 95% D p UFC log10 IC 95% D p 

           

Sensibles 14 5.72 (5.21-6.21) 5.37 (4.78-5.96) 0.3442 0.4177 4.73 (3.93-5.53) 0.9884 0.0244* 

            

Resistentes 22 5.98 (5.63-6.32) 5.23 (4.72-5.74) 0.7418 0.0082* 5.48 (5.17-5.79) 0.4977 0.0716 

           

L-=Control sin exposición a la luz; Ce6 L+= Clorina e6 con exposición a la luz; FGL-Ce6 L+= Híbrido clorina e6-grafeno con exposición a la luz. 
a Comparación entre el grupo control vs tratamiento con Ce6, b Comparación entre el grupo control vs tratamiento con FGL-Ce6 
* Prueba de T 
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ExpuestosNo expuestos

100 10-1 10-2 10-3 100 10-1 10-2 10-3

Ce6

Control

FGL-Ce6

Aislamiento CI-21A

Figura 7. El aislamiento corresponde a la especie albicans, se observa la
disminución en el crecimiento de UFC de los grupos tratados con Ce6 y FGL-Ce6
post-iradiados 45 min con luz LED (660 nm).

ExpuestosNo expuestos

100 10-1 10-2 10-3 100 10-1 10-2 10-3

Ce6

Control

FGL-Ce6

Aislamiento CI-22 K

Figura 8. El aislamiento corresponde a la especie krusei, no se observa
disminución en el crecimiento de UFC después de ser tratados con FGL-Ce6
post-iradiados 45 min con luz LED (660 nm).
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6. DISCUSIÓN  

Los resultados del presente estudio mostraron un efecto antifúngico al ser tratados con terapia 

fotodinámica utilizando clorina e6 (p=0.014) y el híbrido clorina-grafeno (p=0.004) sobre 

aislamientos de Candida spp. obtenidos de la mucosa bucal de 24 pacientes con VIH/SIDA, 

al compararse con el grupo control.  

 

En México, en el 2019 el Centro Nacional para la Prevención y el Control del VIH y SIDA 

reportó que más del 80% de los sujetos con VIH/SIDA son hombres entre 30 y 34 años, 

información que coincide con lo observado en este estudio (Reporte CENSIDA, 3er trimestre 

2019). Una alta proporción (66.6%) se encontraba con criterios de SIDA y la mitad de los 

individuos estaban bajo terapia antirretroviral combinada (TARc), lo que coincide a lo 

reportado por CENSIDA que informa que en México alrededor del 64% de las personas con 

VIH/SIDA reciben tratamiento antirretroviral (CENSIDA, diciembre 2019).  

 

La candidiasis eritematosa (62.5%) fue la variedad más frecuente en los 24 individuos 

incluidos y la segunda fue la pseudomembranosa (16.6%), información que contrasta con 

estudios que reportan a la variedad pseudomembranosa como la más frecuente seguida de la 

forma eritematosa (Kirti y cols., 2019; Mushi y cols., 2017; Berberi y cols.,2015; dos Santos 

Abrantes 2014; Lin y cols., 2013; Santa Anna y cols., 2006). Diversas investigaciones han 

demostrado que la candidiasis pseudomembranosa se presenta en individuos con mayor 

deterioro inmunológico y cuentas de CD4+ por debajo de 200 células/mm3, en este estudio, 

un poco más de la mitad tenía un conteo por debajo de esta cifra, por lo que posiblemente se 

observó una combinación de variedades, lo que confirma que la candidiasis se presenta en 
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individuos que tienen cuentas menores de 500 células/mm3 CD4+ y que es un indicador de la 

progresión de la infección viral o de posible falla al tratamiento (Kirti y cols., 2019). 

 

En cuanto a las especies identificadas, Candida albicans (41.6%) y Candida glabrata (25%) 

fueron las más frecuentes lo que coincide con la mayoría de los estudios en sujetos con 

VIH/SIDA, quienes reportan frecuencias de C. albicans del 69.4% (Pour y cols., 2018) a 

82.8% (dos Santos Abrantes y cols., 2014) y para C. glabrata del 9.4% (dos Santos Abrantes 

y cols., 2014) a 23.46% (Pour y cols., 2018; Mushi y cols., 2016; de Paula y cols., 2015). A 

este respecto, se ha sugerido que la variedad de especies no-albicans en estos individuos se 

debe a diferentes factores, como la disminución de CD4+, no haber iniciado TARc, edad 

mayor a 50 años y áreas geográficas, en especial en aquellas donde la prevalencia de la 

infección VIH/SIDA es alta (Kirti y cols., 2018; Mushi y cols., 2017; Mushi y cols., 2016; 

Thanyasrisung y cols., 2016; dos Santos Abrantes y cols., 2014; Chattopadhyay y cols., 2013; 

Lin y cols., 2013). Sin embargo, se ha reportado asociación de alta carga viral y presencia de 

especies no-albicans en la cavidad oral (Clark-Ordoñez, 2017), lo que se confirma en el 

presente trabajo, donde el 58.3% de las especies eran no-albicans y el 17 (70.8%) de los 

individuos con VIH/SIDA tenían cargas virales mayores a 100 00 copias ARN/ml a pesar de 

estar bajo TARc. Otros, reportan a C. tropicalis como la segunda especie más frecuente 

aislada de la mucosa bucal de pacientes con VIH/SIDA (Paul y cols., 2019; Tercas y cols., 

2017; Clark-Ordónez y cols., 2017; Mushi y cols., 2016, Berberi y cols., 2015, Lin y cols., 

2013) y/o C. dubliniensis (Khendri y cols., 2017). En otras poblaciones de individuos con 

compromiso sistémico como diabéticos y con enfermedad renal crónica con hemodiálisis se 

han observado valores más altos para C. albicans (82%), y menores para C. glabrata (12%) 
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(de la Rosa y cols., 2020; Pieralisi y cols., 2015; Jamil y cols., 2013; López-Pintor y cols., 

2013; Thorman y cols., 2009).  

 

En la identificación microbiológica y molecular de las especies se encontró una diferencia (2 

C. albicans, 5 C. glabrata, 1 C. krusei), ésta podría explicarse en parte, a que algunos 

aislamientos atípicos no pudieron ser clasificados plenamente por un color y textura 

característica en CHROMAgar Candida®, en el estudio molecular fueron identificados como 

otra especie (Neppelenbroek y cols., 2013; Estrada Barraza y cols., 2011). CHROMAgar 

Candida® ha mostrado ser excelente para la identificación de C. albicans (sensibilidad 97%, 

especificidad 97.9%) (Daef y cols., 2014; Estrada-Barraza y cols., 2011; Cárdenes y cols., 

2004; Williams y cols., 2000), si bien, los métodos cromogénicos tienen la ventaja de una 

identificación rápida de las especies de Candida, se recomienda practicar pruebas fenotípicas 

adicionales (fermentación de carbohidratos, formación de tubo germinativo) para la 

confirmación de las especies (Estrada-Barraza y cols., 2011; Pemán y cols., 2001). La prueba 

molecular no puede señalar si se trata de una infección o colonización, el diagnóstico de 

candidiasis debe ser sustentado por evidencia clínica, cultivo positivo, histología u otras 

pruebas diagnósticas (Ahmad y cols., 20102; Daef y cols., 2014).  

 

Se observó sensibilidad a fluconazol en 14 (38.8%) aislamientos y resistencia en los 22 

(61.1%) restantes, la mitad de los aislamientos resistentes correspondía a especies Candida 

no- albicans, lo que puede explicarse por la presencia de especies como C. glabrata y C. 

krusei, que son intrínsecamente no susceptibles a fluconazol (Paul y cols., 2019; Goulart y 

cols., 2018; Vidya y cols., 2016; Abrantes y cols., 2014; Lin y cols., 2013). A este respecto, 

estudios en pacientes con VIH/SIDA, han reportado una resistencia a fluconazol similar 
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(63.3%), en donde el 71.7% eran especies no-albicans (C. glabrata y C. tropicalis) (Paul y 

cols., 2019). Adicionalmente, dos Santos Abrantes (2014), en un estudio realizado en 

Sudáfrica y Camerún reportó que el 50% de Candida albicans fueron resistentes. También 

se han reportado frecuencias más bajas de 1% (Goulart y cols., 2018), 9% (Enwuru y cols., 

2008), 12.2% (Moges y cols., 2016) y 18% (Tercas y cols., 2017; de Paula y cols., 2015). La 

resistencia a azoles se ha asociado al uso profiláctico a largo plazo de fluconazol, episodios 

previos de candidiasis, al estado inmunológico (<CD4+), la presencia de co-morbilidades y 

mayor prevalencia de Candida no-albicans (Paul y col., 2019; Goulart y cols., 2018; Khendri 

y cols., 2017; Enwuru y cols., 2008) y se ha demostrado que la resistencia a un fármaco 

antifúngico específico da como resultado una resistencia cruzada con otros fármacos de la 

misma clase (dos Santos Abrantes, 2014; Muller y cols., 2000). 

 

Se observó la reducción de UFC en los aislamientos tratados con Ce6 (p=0.0027) e híbrido 

FGL-Ce6 (p=0.0089) de Candida albicans mediante la TFD. Bacellar (2015) reportó que la 

clorina e6 usada como fotosensibilizador actúa sobre los lisosomas produciendo daño severo 

y muerte celular dependiendo de la dosis de la terapia, dosis altas de ésta inducen la 

degradación completa del organelo y liberan altas concentraciones de enzimas lisosomales 

(catepsinas B, D, L, hidrolasas) en el citoplasma, lo que genera necrosis no regulada y muerte 

celular (Bacellar y cols., 2015; Dantas y cols., 2015). La TFD utilizando clorina con grafeno 

tiene afinidad por la membrana celular de células tumorales, su ingreso al citoplasma 

ocasiona gran actividad metabólica, daño en la membrana, incrementa la formación de 

especies reactivas de oxígeno y tiene un efecto tóxico bajo en las células normales 

(Zuchowska y cols., 2017, Hosseinzadeh y cols., 2017; Bacellar y cols., 2015). Lo anterior 

se demostró en este trabajo con la reducción de UFC en los aislamientos clínicos. 
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En cuanto a las especies Candida no-albicans tratadas con Ce6 L+ e híbrido FGL-Ce6 L+, no 

se observó reducción en el conteo de UFC. En contraste, se ha reportado una reducción 

significativa del 76.0% de C. tropicalis y 76.9% C. glabrata dependiendo de la concentración 

del fotosensibilizador y del tiempo de exposición (Carvalho y cols., 2017; Mushi y cols., 

2016; Rosseti y cols., 2014 y Dovigo y cols., 2013).  

 

En la terapia fotodinámica se identificó una reducción en el conteo de UFC en los 

aislamientos sensibles tratados con 1g/ml de FGL-Ce6 (p=0.0244) y resistentes a fluconazol 

tratados con 1g/ml de Ce6 (p=0.0082) con una fluencia de 7.69 J/cm2. A pesar de observar 

el efecto antimicrobiano de manera clara en los grupos tratados, la reducción en el número 

de UFC entre grupos tratados y no tratados no rebasó un Log10. A este respecto, se han 

mostrado resultados satisfactorios en aislamientos sensibles y resistentes a fluconazol, al ser 

tratados con concentraciones de fotosensibilizador de 25 mg/ml y 100 mg/ml con fluencias 

de 37.5 J/cm2 (Alves y cols., 2017; Ferreira y cols., 2016; Dovigo y cols., 2009) C. albicans 

tuvo mejor respuesta que C.glabrata con menos dosis de FS y menor fluencia (Dovigo y 

cols., 2009). No obstante, Dovigo (2011) señaló que los efectos de la terapia dependen de la 

especie tratada y que los aislamientos resistentes son menos susceptibles posiblemente 

debido a mutaciones puntuales y a la sobreexpresión del gen Erg11, alterando la fluidez de 

los lípidos de la membrana e impidiendo la difusión del fotosensibilizador (Dovigo y cols., 

2011). Mang (2010), reportó disminución de UFC dependiente de la fluencia al tratar cepas 

ATCC de C. albicans, C. glabrata, C. krusei y C. parapsilosis con 25 g/ml a fluencias de 

45, 90 y 135 J/cm2 , todas las cepas resistentes o sensibles examinadas mostraron 

susceptibilidad significativa al efecto de la TFD (Mang y cols., 2010). En este estudio, es 
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probable que la baja concentración del fotosensibilizador y la baja fluencia empleadas, 

comparada con la de otros estudios, sea la causa de que los resultados en especies no-albicans 

no fueran significativos, por lo tanto, se sugiere que en futuros trabajos se incremente la dosis 

de FS y fluencia. Estudios realizados en especies de Candida resistentes a azoles no se 

observó disminución en la susceptibilidad a la terapia a pesar de la exposición repetida 

(Ferreira y cols., 2016; Vera y cols., 2012) demostrando que la TFD es capaz de erradicar 

microorganismos sin producir aislados resistentes y que por su naturaleza no selectiva y falta 

de dianas moleculares específicas para los ROS producidos hace poco probable que se 

desarrolle una vía de resistencia específica (Vera y cols., 2012). 

 

Entre las limitaciones identificadas en el presente estudio experimental, se encuentran la falta 

de réplicas de los experimentos a diferentes y mayores concentraciones de FS, tiempos de 

irradiación y potencia y comparar los resultados para corroborar la hipótesis, sin embargo, se 

obtuvieron resultados significativos y favorables.  

 

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS  

Este estudio es uno de los pocos realizados en aislamientos clínicos obtenidos de la mucosa 

bucal de pacientes con VIH/SIDA. Su realización permitió demostrar que Ce6 (p=0.0027) y 

el híbrido FGL-Ce6 (p=0.0089) activados mediante terapia fotodinámica tienen un efecto 

antifúngico, especialmente en C. albicans, con una reducción <1 log10 con respecto al grupo 

control, por lo que se puede considerar como una alternativa terapéutica en individuos con 

VIH/SIDA ya que a pesar de la utilización de TARc, la candidiasis bucal continúa siendo la 

infección más frecuente en estos individuos. 

 



62 

En este estudio Candida albicans fue la especie con mayor prevalencia como agente 

etiológico de candidiasis, seguida de C. glabrata, lo que es de especial interés ya que esta 

especie suele tener resistencia intrínseca a los compuestos azólicos lo que hace necesario 

otras alternativas terapéuticas como la terapia fotodinámica.  

 

Los resultados del presente estudio sirven de base de nuevos estudios con un mayor número 

de aislamientos clínicos de pacientes colonizados e infectados con Candida spp., con mayor 

potencia de fotoactivación y con nuevos objetivos como evaluar el posible sinergismo de la 

TFD con los compuestos azólicos existentes y evaluar el efecto directo en la disminución de 

factores de virulencia a través de la aplicación de la TFD. Se requieren realizar más 

investigaciones en diferentes grupos vulnerables a infecciones orales oportunistas por 

Candida spp. para confirmar el efecto antifúngico de la terapia fotodinámica. 
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9. ANEXO 1. Características clínicas de las variedades de candidiasis oral 
 

 

 

Variedad de candidiasis Características clínicas 

Pseudomembranosa 

Se presenta como placas multifocales blanco-amarillentas en 
toda la mucosa oral, las placas, que consisten en células 
epiteliales e inmunes descamadas junto con la levadura y las 
hifas, pueden eliminarse raspando suavemente, dejando una 
base roja erosiva. 

Eritematosa 

Esta forma de candidiasis se presenta como una placa roja 
central elíptica o romboide de atrofia y eritema en el dorso de 
la lengua posterior a la línea media y anterior a las papilas 
circunvaladas, a menudo dolorosas. 

Hiperplásica cónica 

Generalmente surge en la mucosa retrocomisural, pero también 
puede presentarse en el dorso lingual, que es el segundo sitio 
más común de aparición, se presentan como placas blancas bien 
delimitadas y fisuradas que no se pueden eliminar con un 
raspado suave. 

Queilitis angular 

Afecta las comisuras labiales y se presenta con eritema, fisuras, 
formación de costras o combinación de estos. La presentación 
puede ser unilateral, pero con mayor frecuencia es bilateral y se 
asocia comúnmente con candidiasis eritematosa. 
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Anexo 2. Consentimiento informado 

 



77 

 



78 

Anexo 3. Ficha de recolección de datos 
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Anexo 4. Examen bucal sistemático 

 

El examen intrabucal se realizará siguiendo un orden establecido propuesto por Roed Petersen 

y Grete Renstrup en 1969 y modificado por la OMS en 1980, en dicho examen se clasifican 

topográficamente a la mucosa bucal y puede ser utilizado para describir cualquier tipo de lesión. 

El orden es el siguiente: 

 

1. Comisura derecha 
2. Mucosa yugal derecha 
3. Comisura izquierda 
4. Mucosa yugal izquierda 
5. Mucosa labial superior 
6. Mucosa labial inferior 
7. Surco vestibular superior derecho 
8. Surco labial superior 
9. Surco vestibular superior izquierdo 
10. Surco vestibular inferior derecho 
11. Surco labial inferior 
12. Surco vestibular inferior izquierdo 
13. Proceso alveolar bucal sup der. 
14. Proceso alveolar labial sup ant. 
15. Proceso alveolar bucal superior izq. 
16. Proceso alveolar bucal inferior izq. 
17. Proceso alveolar labial inferior ant. 
18. Proceso alveolar bucal inferior izq. 
19. Proceso alveolar palatino derecho 
20. Proceso alveolar palatino anterior 
21. Proceso alveolar palatino izquierdo 
22. Proceso alveolar lingual derecho 
23. Proceso alveolar lingual anterior 
24. Proceso alveolar lingual izquierdo 
25. Piso de boca derecho 
26. Piso anterior de boca 
27. Piso de boca izquierdo 
28. Vientre de lengua lado derecho 

29. Vientre de lengua lado izquierdo 
30. Borde lateral derecho de lengua 
31. Borde lateral izquierdo de lengua 
32. Punta de lengua 
33. Dorso de lengua derecho 
34. Dorso de lengua izquierdo 
35. Base de lengua 
36. Paladar blando derecho 
37. Paladar duro izquierdo 
38. Paladar duro derecho 
39. Pilar amigdalino derecho 
40. Pilar amigdalino izquierdo  
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Anexo 5. Reporte de estudio citológico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



81 

Anexo 6. Técnica para la identificación de especies en CHROMAgar 

Candida® 

 

 

 

Toma	de	las	muestras	 Identificación	Candida	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

	 	 	 	 	 	 	 	 	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

				Candidiasis		 	

	

	 	 	 	 	 	 	 	

	

	

	

Agar	Dextrosa	Sabouraud	

Siembra	en	césped	
	

Cultivos	positivos	 	 	 	 	 	

	

CHROMagar	Candida	

Siembra	agotamiento	

	

	 48h	

	 35ºC	
	

	

Apariencia	de	las	colonias	

	

	

	

	

Aislamiento	de	cada	colonia	

CHROMagar	Candida	

	

	

	

Resiembra	Agar	

Dextrosa	Sabouraud	

48h	37ºC	
Agar	dextrosa	Sabouraud	

	 	 45ºC,	48	h	 	

C.	dubliniensis	

 

Verde = C. albicans 
 

Verde 
intenso = posible C. dubliniensis 
+ oscuro 

 
Azul = C. tropicalis 

 
Rosa lisa = C. glabrata 
 

Rosa rugosa = C. krusei 
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Anexo 7. Cuantificación de AND en Nanodrop® 

 

# Muestra ID ARN Unidades 
ARN óptimo 

260/280 (1.6-2.0) 

01 CI-03K 117,3 ng/µl 1,71 

02 CI-03G 185,0 ng/µl 1,76 

03 CI-05G 193,4 ng/µl 1,86 

04 CI-05A 194,7 ng/µl 1,72 

05 CI-O6G 155.0 ng/µl 1,78 

06 CI-07A 496,1 ng/µl 2,17 

07 CI-08G 97,9 ng/µl 1,72 

08 CI-10A 168,6 ng/µl 2,23 

09 CI-12A 451,9 ng/µl 2,18 

10 CI-12G 271,7 ng/µl 1,73 

11 CI-14G 196,3 ng/µl 1,80 

12 CI-15A 234,1 ng/µl 2,24 

13 CI-16G 327,3 ng/µl 2,16 

14 CI-18A 268,8 ng/µl 2,21 

15 C-19A 147,2 ng/µl 2,25 

16 CI-19K 176,5 ng/µl 1,78 

17 CI-20A 225,3 ng/µl 2,22 

18 CI-21A 170,1 ng/µl 2,25 

19 CI-22K 431,9 ng/µl 1,89 

20 CI-22A 140,7 ng/µl 2,24 

21 CI-22T 202,6 ng/µl 1,76 

22 CI-23A 149,3 ng/µl 2,24 

23 CI-24A 88,3 ng/µl 2,23 

24 CI-24G 359,7 ng/µl 2,15 
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# Muestra ID ARN Unidades 

ARN óptimo 

260/280 (1.6-2.0) 

25 CI-25K 187,7 ng/µl 2,23 

26 CI-25A 202,6 ng/µl 1,78 

27 CC-01G 212,6 ng/µl 1,77 

28 CC-01K 298,8 ng/µl 1,70 

29 CC-03G 141,4 ng/µl 1,72 

30 CC-O5G 187.2 ng/µl 1,75 

31 CC-05A 318,6 ng/µl 1,81 

32 CC-06A 119,6 ng/µl 1,72 

33 CC-09A 531,1 ng/µl 2,20 

34 CC-09G 302,0 ng/µl 1,80 

35 CC-09R 139,9 ng/µl 1,67 

36 CC-10A 181,7 ng/µl 1,73 

37 CC-10G 139,6 ng/µl 1,75 

38 CI-05R 176,0 ng/µl 1,71 

39 C. krusei 508.0 ng/µl 1,94 

40 C. albicans 307,5 ng/µl 1,93 

41 C. tropicalis 703,9 ng/µl 2,03 

42 C. parapsilosis 378,5 ng/µl 1,96 

43 C. glabrata CBS138 1 516,3 ng/µl 2,15 

44 C. glabrata CGM1 BG!4 429,2 ng/µl 2,12 
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Anexo 8. Definición operacional de las variables 

 

 Tipo Definición operacional Definición conceptual 

Variables 
dependientes 

   

Efecto antifúngico Discreta Nº de colonias 

Efecto antifúngico de la terapia 
fotodinámica expresado en el 
conteo de UFC post-tratamiento 
con Ce6 e híbrido FGL-Ce6 
comparado con un grupo control. 

Variables 
independientes 

   

Género Categórica 
               Femenino= F 
               Masculino= M 

Hace referencia a los conceptos 
sociales de las funciones, 
comportamientos, actividades y 
atributos que cada sociedad 
considera apropiados para los 
hombres y las mujeres. 

Edad Numérica Años cumplidos 
Tiempo que ha vivido una 
persona.  

Fecha de nacimiento Numérica dd/mm/aaaa 
Indicación escrita del día, mes y 
año en el que tiene lugar un 
suceso. 

Escolaridad Categórica 

Analfabeto/a=1 
Primaria (completa o 

incompleta) =2 
Secundaria (completa, 

incompleta, carrera técnica) =3 
Bachillerato/Preparatoria=4 

Licenciatura=5 
Posgrado =6 

Conjunto de cursos que un 
estudiante sigue en un 
establecimiento docente 

Lugar de residencia Categórica  
Acción y efecto de estar 
establecido en un lugar. 
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Fecha de diagnóstico Numérica dd/mm/aaaa 
Indicación escrita del día, mes y 
año en el que tuvo lugar un 
diagnóstico de VIH+. 

Conteo de CD4+ Discreta 
< 200 células/mm3=1 
> 200 células/mm3=2 

Se realiza mediante un análisis de 
laboratorio en el cual se obtiene 
la cantidad de linfocitos TCD4+, 
notificados como la cantidad de 
éstas células por milímetro 
cúbico de sangre. 

Carga viral (CV) Discreta 
CV indetectable =1 

< de 10,000 copias ARN/ml=2 
> de 10,000 copias ARN/ml=3 

Cantidad de Virus de la 
Inmunodeficiencia Humana 
(VIH/SIDA) en una muestra de 
sangre, notificada como el 
número de copias de ARN del 
VIH/SIDA por milímetro de 
sangre. 

Tiempo de uso de 
TARc 

Continúa Días de uso  

Espacio de tiempo en el que el 
individuo ha estado usando la 
Terapia Antirretroviral 
combinada desde su 
prescripción. 

Consumo de alcohol Categórica 

Días de consumo 
 

Bebedor o no  
Si =1 
No=2 

Ex bebedor =3 
 

Tipo de bebida 
Cerveza =1 

Licor =2 
Vino =3 

Pulque =4 

El consumo de bebidas 
alcohólicas fue calculado en 
unidades de bebida (UB) de 
acuerdo al tipo de bebida 
consumida. 

Consumo de tabaco Categórica 

Días de consumo  
 

Fumador o no 
Si =1 
No=2 

Ex fumador =3 
 
 

Los no fumadores fueron 
individuos que reportaron nunca 
haber fumado. 
Los fumadores fueron definidos 
como individuos que habían 
fumado al menos un cigarrillo al 
día durante el año previo a su 
inclusión. 
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Los exfumadores fueron aquellos 
individuos que habían dejado de 
fumar al menos 12 meses antes 
de su inclusión en el estudio  

Variedad clínica de 
candidiasis 

Nominal  

          Pseudomembranosa=1 
          Eritematosa =2 
          Hiperplásica =3 

  Queilitis angular =4 

Signos clínicos de candidiasis 
bucal, se clasifico de acuerdo a 
los criterios de Shiboski, 2009. 

      Susceptibilidad a 
      fluconazol 

Nominal 
Resistente=1 

               Sensible=2 

Crecimiento o no de la levadura 
inhibida por una concentración 
de un agente antifúngico, 
valorado mediante la 
concentración mínima inhibitoria 
(CMI) mediante el método de 
difusión en disco descrita en el 
manual M27-A3 (Sensibles halo 
>19mm; resistentes halo 
<14mm). 
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Anexo 9. Distribución de las especies susceptibles a fluconazol 

 

 N Susceptibilidad a fluconazol 

  Sensibles Resistentes 

Especie de Candida 36   

    C. albicans 15 3 12 

    

    C. glabrata 8 4 4 

    

    C. krusei 4 -- 4 

    

    Sin identificar (spp.) 7 3 4 

    

    C. tropicalis 1 1 -- 

    

    C. parapsilosis 1 1 -- 
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ExpuestosNo expuestos

100 10-1 10-2 10-3 100 10-1 10-2 10-3

Ce6

Control

FGL-Ce6

Aislamiento CI-22 T

El aislamiento corresponde a la especie tropicalis y muestra la disminución en el
crecimiento de UFC de los grupos tratados con Ce6 y FGL-Ce6 post-iradiados
45min con luz LED.

ExpuestosNo expuestos

100 10-1 10-2 10-3 100 10-1 10-2 10-3

Ce6

Control

FGL-Ce6

Aislamiento CI-16 G

El aislamiento corresponde a la especie glabrata y muestra la disminución en el
crecimiento de UFC de los grupos tratados con Ce6 y FGL-Ce6 post-iradiados 45
min con luz LED.


