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RESUMEN

Introduccion: Candida spp. es el hongo que con mayor frecuencia produce infecciones
oportunistas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM-2). El paciente con DM-2 posee
caracteristicas bucales y sistémicas que lo predisponen a la colonizacioén por Candida spp. y
candidosis bucal (CB). El tratamiento de CB se basa principalmente en la administracion de
antifingicos azolicos y polienos; se ha observado un aumento en la resistencia a estos
antifungicos debido a un uso indiscriminado, tratamientos empiricos y sin confirmacion de
la especie antes de prescribir el tratamiento.

Objetivo: Identificar las diferencias en la susceptibilidad antifingica de especies de
Candida en aislamientos obtenidos de la mucosa bucal de pacientes con y sin DM-2.

Materiales y métodos: Estudio transversal y comparativo, en el que se incluyeron
pacientes adultos con y sin DM-2 que asistieron a los laboratorios de disefio y
comprobacion (LDC) de la licenciatura en Estomatologia de la UAM-X. Previa firma de
consentimiento de participacion en el estudio, se examind la mucosa bucal y se tomd una
muestra para identificar la colonizacion y la especie de Candida en Agar Dextrosa
Sabouraud (ADS). La identificacion de especies se realiz6 en CHROMagar® Candida y
galerias API 20C Aux. La infeccion por Candida spp. se confirmd con signos clinicos y
citologicos positivos a hifas y pseudohifas mediante un frotis tefiido con 4cido peryodico de
Schiff (PAS). Se evalud la susceptibilidad a fluconazol, miconazol y nistatina, a través del
método de difusion en disco en Agar Mueller-Hinton suplementado con glucosa y azul de
metileno (M44-A del CLSI). Se us6é como control la cepa C. albicans ATCC 90028. Para el
analisis estadistico se utilizaron pruebas de x> o T de Student, razén de momios y modelos
de regresion logistica. Con valor de alfa < 0.05.

Resultados: Se incluyeron 134 individuos (71.6% mujeres), con un promedio de edad de
55.7 (£13.7). Cincuenta (37.3%) tenian DM-2. Se observo colonizacion en 72 individuos
(53.7 %). La frecuencia de CB en los DM-2 fue 14% vs. 3.6% sin DM-2 (p=0.029).
Candida albicans se identificd en el 75% de los aislamientos. No hubo diferencia en la
susceptibilidad antifingica a los fairmacos estudiados entre pacientes con y sin DM-2 (FLZ
p=0.552, MCZ p=0.801 y NIS p=0-214). Las especies no albicans, presentaron mayor
resistencia a los compuestos azolicos, fluconazol (p=0.007) y miconazol (p=0.018). Se
identifico una asociacidon entre candidosis y DM-2 (p=0.029) y una asociacién entre
candidosis con mala higiene bucal (RM=11.10 p=0.015). Asimismo, la colonizacién se
asoci6 con mala higiene bucal (RM=2.51 p=0.006) y el uso de protesis (RM=4.42 p=0.006)

Conclusiones: La DM-2 no parece influir en la frecuencia de resistencia antifingica de

especies de Candida aisladas en cavidad bucal. Es posible que la resistencia esté mas
influenciada por las practicas en la prescripcion de los antifingicos.

v



1. ANTECEDENTES
1.1 Candida spp.

El microorganismo es una levadura que se encuentra como organismo comensal en la
cavidad bucal, tracto digestivo, piel y otras mucosas de personas sanas sin producir

enfermedad, es decir, se encuentra colonizando.

1.1.1 Colonizacion por Candida spp.

La colonizacion se define como la adquisiciéon y mantenimiento de una poblacion estable
de Candida spp., sin producir infeccion clinica (Cannon y Chaffin, 1999; Soll, 2002).
Candida albicans es la especie que hasta en un 80% coloniza la mucosa bucal sola o en
combinacion con otras especies (Coronado y Jiménez, 2013; de la Rosa y cols, 2013), entre
las que se encuentran: C. tropicalis. C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. kefyr, C.
lusitanie, C. guilliermondi y C. dubliniensis. (Suarez y cols. 2013; Coronado y Jiménez,

2013; Garcia y cols, 2014).

La prevalencia de colonizacién por Candida spp. en la cavidad bucal varia dependiendo de
los diversos grupos estudiados. En poblacion general varia del 25% al 55% (Coronado y
Jiménez, 2013; Pallavan y cols, 2014; Patel y cols, 2017), en individuos con VIH/SIDA de
58% a 75% (Sanchez y cols, 2005; Patton y cols, 2013, Mushi y cols, 2016), en pacientes
que reciben radioterapia de 5% a 71.4% (Bulacio y cols, 2012; Jain y cols, 2016), con
enfermedad renal cronica en didlisis de 53% a 75% (Godoy y cols, 2013; de la Rosa y cols,
2013, de la Rosa y cols 2013; Pieralisi y cols, 2015). En pacientes con diabetes mellitus
tipo 2, varia de 18% a 87% (Suarez y cols, 2013; de la Rosa y cols, 2013; Premkumar y
cols, 2014; Zomorodian y cols, 2016).

1.1.2 Factores de virulencia de especies de Candida

Las especies de Candida se reproducen asexualmente a través de un proceso de gemacion
en la que salientes protoplasmicas o brotes (blastoconidios) emergen de la célula madre y
crecen hasta que finalmente se separan para formar una nueva célula. Las células nuevas en
ocasiones no se separan y forman cadenas de células hijas llamadas pseudohifas, que

pueden confundirse con las hifas. Estas ultimas tienen un aspecto alargado con una pared



celular gruesa, que globalmente conforman el micelio (hifas septadas y ramificadas) (Silva

y cols, 2014; Naglik y cols, 2014; Tang y cols, 2016).

El balance entre colonizacion y candidosis depende de la capacidad del hongo para modular
los factores de virulencia en respuesta a los cambios ambientales, al igual que la
competencia del sistema inmunologico del hospedero y a las terapias antifungicas
administradas (Mayer y cols 2013; Naglik y cols, 2014; Silva y cols, 2014). Las especies de
Candida presentan diversos factores de virulencia, como la expresion de adhesinas e
invasinas en la superficie celular, el dimorfismo, la formacién de biopeliculas, cambio
fenotipico, la produccion de enzimas hidroliticas y la transicion de levadura a hifa
(Jacobsen y cols, 2012; Mayer y cols, 2013; Naglik y cols, 2014, Wilson y cols, 2014;
Wilson y cols, 2016). Candida albicans posee la capacidad para adaptarse a las variaciones
del pH, flexibilidad metabdlica y una respuesta apropiada al estrés (McCullough y cols,
2011; Jacobsen y cols, 2012; Mayer y cols, 2013; Silva y cols, 2014).

Cuando C. albicans se encuentra en forma de levadura, es mas tolerada y su crecimiento se
encuentra controlado por diversos factores de la inmunidad innata y adaptativa; en
contraste, cuando se encuentran en forma de hifas, presenta una mayor virulencia y mayor
capacidad de adhesion a las células epiteliales a través de proteinas de adhesion (Naglick y
cols, 2014). Estas estructuras filamentosas son mas resistentes a la fagocitosis y tienen la
capacidad de penetrar el epitelio a través de poros o soluciones de continuidad utilizando un
mecanismo denominado tigmotropismo, el cual guia a través desde el contacto con el
epitelio hasta encontrar un medio adecuado y penetrar el tejido (Cassone y Cauda, 2012;

Tang y cols, 2016).

Uno de los principales mecanismos de virulencia de C. albicans es su capacidad de formar
biopeliculas a través de secrecion de diversas adhesinas y la formacion de filamentos, que
le confieren mayor capacidad de adhesion a los tejidos, facilitando su colonizacion e

infeccion (Hasan y cols, 2009; Naglik y cols, 2014: Wilson y cols, 2014).



C. albicans puede cambiar las caracteristicas fenotipicas de sus colonias, fenémeno
conocido como switching fenotipico, que consiste en modificar su color de brillante a
opaco, su superficie de lisa a rugosa o cambiar de contornos precisos a irregulares. Esta
modificacion puede ser reversible, de acuerdo a las alteraciones del ambiente,
permitiéndole su supervivencia a este microorganismo (Hasan y cols, 2009; Gow y cols

2011; Naglik y cols, 2014; Wilson y cols, 2014).

1.2 Candidosis bucal

La candidosis es la infeccion oportunista bucal mas frecuente, se presenta en individuos que
se encuentran colonizados por Candida spp. y que sufren una disfuncion o reduccion de su
sistema inmunitario local (Aguirre y cols 2002; Farah y cols 2010; Flevari y cols 2013;
Neppelenbroek y cols 2014). Se requieren diferentes factores sistémicos y locales del
huésped para desarrollar la infeccidn, entre los sistémicos se encuentran enfermedades
cronicas, inmunosupresion, deficiencias nutricionales, neoplasias malignas y tratamiento
antineoplésico; entre los locales, la disminucion del flujo salival con la subsecuente
disminucion de los niveles de IgA, una dieta alta en azlicar o el uso de esteroides topicos
(Coronado y Jiménez, 2013; De la Rosa y cols, 2013; Hammad y cols, 2013; Mayer y cols,
2013; Garcia y cols, 2014; Da Silva y cols, 2014; Pallavan y cols, 2014; Shenoy y cols,
2014; Zomorodian y cols, 2016; Patel y cols. 2017).

Los individuos con DM2 tienen riesgo de desarrollar candidosis, con una prevalencia que
varia de 13.7% a 77 %. La presentacion clinica predominante es la forma eritematosa y la
especie mas frcuente es C. albicans (Martinez y cols, 2013; De la Rosa y cols, 2013;

Zomorodian y cols, 2016).

1.2.1 Respuesta inmune en candidosis bucal

En la respuesta inmune contra Candida spp. actiian elementos de la inmunidad innata y
adquirida, como el epitelio bucal, algunas proteinas presentes en saliva, los neutrofilos y
células presentadoras de antigeno que fagocitan al hongo. En la respuesta adquirida actiian
células T, principalmente Th17 y citocinas (Williams y Lewis, 2011; Albuquerque y

Casadevall, 2012; Mayer y cols, 2013). La respuesta inicia con la identificacion del hongo



por parte de los neutrofilos, monocitos y células epiteliales a través de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP’s, por sus siglas en inglés), expresados por Candida spp. en
diferentes estadios de su crecimiento. Estos son reconocidos por las células del sistema
inmunologico mediante receptores tipo toll (TLR2 y TLR4) y de lectina tipo-C (Dectina 1 y
2, receptor de manosa, etc.) (Netea y cols, 2008; Gow y cols, 2011). Los queratinocitos
participan en la produccion de numerosos factores solubles que regulan la respuesta inmune
(TNF-a, INF-y, IL-1, IL-3, IL-6-8, IL-10, IL-12, IL15, IL-18 e IL-20) (Netea y cols, 2004;
Lewis y cols, 2012). Adicionalmente, los queratinocitos expresan moléculas de adhesion
como CD54, CD58 y el complejo principal de histocompatibilidad (CPH) de clase I y II,
produciendo infiltracion de linfocitos T, que actian como células presentadoras de
antigenos (CPA). El papel de la inmunidad adaptativa esta relacionado con células de la
inmunidad innata, principalmente células de Langerhans que participan como CPA de
Candida a células CD4+ mediante el CPH clase II. Cuando estos linfocitos entran en
contacto con el antigeno se activan y contribuyen en la produccion de interleucinas (IL-12 e
IFN-y) por las CPA que inducen respuesta de células Thl con la posterior diferenciacion de
CDS8+ a linfocitos citotoxicos los cuales contienen enzimas citoliticas que actian contra
células de Candida controlando la infeccion (McCullough y cols, 2011). Se ha observado
que hay un mayor reconocimiento por los receptores TLR4 cuando se encuentra en forma
de levadura induciendo la produccién de interleucinas tipo Th1l como IFN-y (Lewis y cols,
2012). En contraste, cuando Candida se encuentra en forma de hifa activa receptores TLR2
e induce una respuesta débil de Thl que promueve la expansion de células Th2 y células T
reguladoras debido al incremento de IL-10 suprimiendo la respuesta contra Candida (Netea

y cols, 2004; Lewis y cols, 2012).

Los mecanismos de discriminacidon entre levaduras colonizantes e hifas por parte de
macrofagos y células dendriticas epiteliales no son del todo claros; sin embargo, se ha
descrito la participacion de células Th17 e inflamasomas (Albuquerque y Casadevall, 2012;
Mayer y cols, 2013). Cuando los receptores de patogenos de estas células son activados por
PAMP’s de la pared celular de Candida, se induce la transcripcion de pro-IL-1B que bajo
condiciones colonizantes no es transformada a su forma activa por la limitada

disponibilidad de caspasa-1. Cuando existe dafio epitelial se activa el inflamasoma NLRP3,



permitiendo la activacion de caspasa-1 y la transformacion de pro-IL-18 a IL-1P activada,
induciendo la respuesta de Thl7 que incluye la produccion de IL-17, IL-22 y el
reclutamiento de neutréfilos asesinos de hifas, asi como la optimizacién de la respuesta

epitelial a través de la produccion de defensinas (Cheng y cols, 2011; Lewis y cols, 2012).

1.2.2 Caracteristicas clinicas de candidosis bucal

La candidosis bucal se presenta clinicamente como candidosis pseudomembranosa,
candidosis eritematosa, candidosis hiperplasica cronica, estomatitis subprotésica y queilitis
angular. La presentacion eritematosa es la mas frecuente en diversas series (Farah y cols,
2010; William and Lewis, 2011; Coronado y Jiménez, 2013; Tooyama y cols, 2015). La
candidosis ~ pseudomembranosa  generalmente @ se  observa en  individuos
inmunocomprometidos en forma severa, personas de edad avanzada, lactantes y pacientes
con hiposalivaciéon como diabéticos (Farah C y cols 2013). Se manifiesta en forma de
placas blanquecinas-amarillentas de una consistencia blanda, que al raspado se desprenden
dejando una zona eritematosa. Las lesiones aparecen generalmente mucosa yugal, dorso de
lengua y bordes laterales de lengua (Coronado L y cols, 2013; Fara C y cols 2013). La
candidosis eritematosa es la forma mas comun, se caracteriza por regiones eritematosas y
atréficas ubicadas en cualquier zona dentro de la cavidad bucal, pero particularmente en
lengua y paladar. Las papilas filiformes desaparecen, y la superficie dorsal de la lengua
aparece lisa. La condicion suele ser asintomatica o estar acompafada de un leve ardor y
sensacion de picor (Coronado Ly cols, 2013; Farah C y cols 2013). La candidosis
hiperplasica cronica puede presentarse en forma nodular o placas blanquecinas que no
pueden ser atribuidas a cualquier otro trastorno, no se desprenden al raspado, y por lo
general se encuentran en lengua, mucosa yugal y zonas retrocomisurales (Coronado L y
cols, 2013). La candidosis asociada a prétesis se observa como una zona eritematosa
relacionada con la base de protesis dentales. La queilitis angular suele aparecer en pacientes
con pérdida de la dimension vertical, la consecuencia es la formacion de fisuras o grietas en
las comisuras de los labios, con la acumulacién de saliva que favorece un ambiente himedo
y la colonizacién por especies de Candida. Con el tiempo, las fisuras y erosiones pueden
producir costras y dolor. Estos pacientes tipicamente presentan infecciones mixtas, con la

presencia de bacterias como Staphylococcus aureus (Coronado L y cols, 2013)



1.2.3 Diagnostico de candidosis bucal

El diagnostico es esencialmente clinico, se basa en el reconocimiento de las caracteristicas
clinicas y se debe confirmar a través del analisis microscopico o mediante cultivos
(Byadarahally y Rajappa, 2011; Williams y Lewis, 2011; Singh y cols, 2014). Cabe
mencionar que si un cultivo resulta positivo para Candida, significa que se encuentra
colonizado, es decir, no significa que el paciente tenga candidosis ya que este
microorganismo es un comensal comun de la microbiota bucal, es por ello que se tiene que
realizar la correlacion con las caracteristicas clinicas y la confirmacion microscopica de

invasion tisular (Farah y cols, 2010; Coronado y Jiménez, 2013).

La confirmacion del diagndstico de candidosis bucal también puede ser a través de la
observacion microscopica de levaduras o hifas de Candida en frotis citologicos (criterios
microscopicos morfolégicos) y el aislamiento en cultivo (criterios macroscopicos
morfoldgicos). La observacion microscopica puede ser hecha con muestras frescas usando
hidroxido de potasio al 10% (KOH) o hidréxido de Sodio al 15-30% (NAOH) los cuales
disuelven las células epiteliales y dejan a las células de Candida intactas. También se
pueden preparar frotis o improntas seguidas por tinciéon de Giemsa, acido peryddico de
Schiff (PAS) o tinciéon de Gram. El estudio microbiologico se requiere cuando existen
dudas diagnosticas, cuando no hay respuesta al tratamiento y para la identificacion de la
especie de Candida con el fin de establecer un tratamiento mas eficaz. (Byadarahally y
Rajappa, 2011; Coronado y Jiménez, 2013; Flevari y cols, 2013). En el caso de candidosis
hiperplasica cronica siempre es necesaria la toma de una biopsia para descartar displasia
epitelial, se utilizara tincion PAS y se observaran en el epitelio la presencia de levaduras,
micelios y pseudomicelios de Candida tefiidas de color violeta. (Byadarahally y Rajappa,

2011; Coronado y Jiménez, 2013; Flevari y cols, 2013).

La observacién macroscopica se realiza en placas de cultivo, el principal medio de cultivo
utilizado es el Agar Dextrosa Sabouraud (ADS), que permite el crecimiento selectivo de
hongos, al contener cloranfenicol o gentamicina con el fin de inhibir el crecimiento
bacteriano. La identificacion de especies y géneros de Candida se suele llevar a cabo a

través de la prueba de filamentacion temprana o la prueba de germinacién en sueros



humano o bovino y albumina. Para la identificacion de especies Candida no albicans se
pueden utilizar técnicas enzimdticas como son los medios cromogénicos que detectan la
actividad de ciertas enzimas de la levadura a través de hidrolisis especifica de un sustrato
cromogénico en presencia de un indicador enzimatico, (Coronado y Jiménez, 2013) uno de
los mas utilizados es CHROMagar® Candida (Estrada y cols, 2011; Byadarahally y
Rajappa 2011; Cuenca y cols, 2012; Coronado y Jiménez, 2013).

Otras técnicas de diagndstico son las pruebas de asimilacion de nutrientes, en ellas evalua
la capacidad fingica de utilizar diferentes azlicares como Unica fuente de carbono, los
medios usados contienen todos los nutrientes necesarios para su crecimiento excepto una
fuente de carbono. Un azucar es agregado posteriormente al medio y la capacidad del
hongo para asimilar el azlicar se evalua por su crecimiento en el medio de cultivo; a esta
técnica también se le conoce como auxonograma. Dentro de los métodos mas usados se
encuentran API 20 C AUX y el API ID 32 C AUX (Estrada y cols, 2011; Coronado y
Jiménez, 2013). Se pueden utilizar técnicas como la reaccion en cadena polimerasa (PCR),
estas pruebas poseen alta especificidad y sensibilidad, sin embargo tampoco discriminan

entre colonizacion e infeccion (Estrada y cols, 2011; Byadarahally y Rajappa, 2011)

1.2.4 Tratamiento de candidosis bucal

El tratamiento de la candidosis bucal se basa en cuatro fundamentos: hacer un diagndstico
precoz y preciso de la infeccion, la correccion de los factores que predisponen o
enfermedades subyacentes, la evaluacion del tipo de Candida que provoca la infeccion y el
uso apropiado de medicamentos antifingicos, evaluando la relacion eficacia / toxicidad en
cada caso (Farah y cols, 2010; Garcia y cols, 2014). La higiene bucal y dental regular
evitard en la mayoria de los casos el desarrollo de candidosis bucal, por lo que es necesario

enfatizar sobre medidas de higiene bucal al paciente (Garcia y cols, 2014).

En cuanto al tratamiento farmacologico para la candidosis, se recomienda el uso de
medicamentos topicos que se aplican en la zona afectada y medicamentos sistémicos que se
prescriben cuando la infeccion es mas severa y no se resolvid con la terapia topica (Farah y

cols, 2010; Garcia y cols, 2014; Cuesta y cols, 2014; Lyu y cols, 2016). Existen diferentes



antifungicos topicos y sistémicos, entre los que se encuentran; los polienos como nistatina y
anfotericina B; azoles como miconazol, clotrimazol, ketoconazol, itraconazol, fluconazol,
voriconazol y posoconazol; inhibidores de la sintesis de pirimidina como la flucitosina y
recientemente otros antifungicos han surgido como las equinocandinas dentro de las cuales
se encuentra el micafungin, el caspofungin y el anidulafungin (Farah y cols, 2010; Flevari y

cols 2013; Garcia y cols, 2014).

Polienos: el mecanismo de accion de estos antifingicos se debe a la union al ergosterol, el
componente lipidico principal de la membrana celular de los hongos que resulta en la
produccion de poros acuosos. En consecuencia, la permeabilidad celular es alterada y
conduce a la fuga de componentes citosolicos y por lo tanto, la muerte del microorganismo

(Pappas y cols, 2009; Spampinato y cols, 2013).

Azoles: el mecanismo de accion de los azoles es interrumpir la membrana celular mediante
la inhibicién de la actividad del lanosterol 14-alfa desmetilasa, enzima implicada en la
biosintesis de ergosterol. El ergosterol, de forma analoga a la del colesterol en las células
animales, es el componente esterolico mas importante de la membrana celular de los
hongos. La familia de los azoles incluye imidazoles (miconazol, econazol, clotrimazol y
ketoconazol) y triazoles (fluconazol, itraconazol, voriconazol y posaconazol) (Pappas y

cols, 2009; Spampinato y cols, 2013).

Equinocandinas: Las equinocandinas caspofugina, micafungina y anidulafungina son
lipopéptidos que inhiben el crecimiento del hongo al unirse a la $-(1,3) d glucano sintetasa,
enzima esencial para la sintesis en la pared celular de hongos como Candida spp. Estos
farmacos no se utilizan para infecciones bucales causadas por Candida spp. Solo estan

disponibles para su aplicacion parenteral (Pappas y cols, 2009; Garcia y cols, 2014).

El tratamiento de candidosis bucal generalmente consiste en un medicamento topico. La
solucion oral de nistatina (100.000 Ul/ml) ha sido el fairmaco de eleccion tradicional, se
utiliza como enjuague bucal 5 ml, cuatro veces al dia durante aproximadamente 2 minutos.

La duracion del tratamiento varia entre 7-14 dias, pero se debe continuar el tratamiento al



menos por 2-3 dias después de que los ultimos signos y sintomas hayan desaparecido
(Giimrt, 2011; Garcia y cols, 2014). El problema principal de la nistatina es la falta de
adherencia a la mucosa bucal y por lo tanto la ingestion rapida de la suspension, dando
como resultado una menor eficacia (Garcia y cols, 2014; Lyu y cols, 2016).

Otro antifingico topico utilizado es el miconazol, que se encuentra en forma de gel al 2%,
aplicandolo directamente sobre la zona afectada, a dosis de 200-500 mg por dia, divididos
en 4 veces durante 14 a 21 dias. El gel debe ser aplicado en la zona de interés y se puede
aplicar a la superficie de la protesis antes del uso de la misma en candidosis asociadas a
protesis (Farah y cols, 2010). A pesar de sus buenas propiedades tiene el inconveniente de
la posible interaccion con otros medicamentos, como la warfarina, ya que puede potenciar

sus efectos (Farah y cols, 2010; Garcia y cols, 2014).

La falta de respuesta clinica a la terapia tdpica puede ser el primer signo de
inmunosupresion subyacente derivada de enfermedades sistémicas no diagnosticadas como
la DM-2, infeccion por VIH/SIDA, en este caso, el uso de antifungicos sistémicos esta
justificado (Gilimri, 2011). El fluconazol puede ser una excelente opcion terapéutica con
pocos efectos secundarios e interacciones con otras drogas. Los efectos del fluconazol en la
cavidad bucal son los deseados, ya que se secreta en saliva en niveles equivalentes
alcanzados en plasma. En el curso del tratamiento sistémico, el tratamiento antifingico
topico se puede continuar, ya que reduce la dosis y la duracion del tratamiento sistémico
(Goins y cols, 2002; Pappas y cols; 2009; Giimrii, 2011). Las dosis de fluconazol oral son
de 100-200 mg (3 mg/Kg) al dia durante 7-14 dias (Pappas y cols; 2009). Suspension oral
de fluconazol se administra en una dosis de suspension acuosa 10 mg/ml mediante la
administracién de 5 ml al dia durante 7 o 14 dias (Garcia y cols, 2014). Sin embargo, la
cura de la infeccion ha sido mas dificil de alcanzar debido a la resistencia innata o adquirida
de las especies de Candida que colonizan al hospedero; el uso de este firmaco se ha
limitado gracias al aumento en la prevalencia de infecciones resistentes por Candida spp

(Pappas y cols 2009; Niimi y cols, 2010; Bulacio y cols; 2012; Flevari y cols, 2013).



1.3 Susceptibilidad antifangica

Se entiende por susceptibilidad antifungica a la inhibicion del crecimiento del hongo por
una minima concentracion del agente antifungico (Rodero y cols, 2006). La frecuencia de
candidosis bucal y sistémica en pacientes diabéticos ha aumentado significativamente
(Sanchez y cols 2005; Torres y cols, 2009; Benito y cols 2016), quizas por el uso
indiscriminado de antibacterianos de amplio espectro, el uso de catéteres vasculares y
nutricion parenteral. De esta situacion surgio la necesidad de utilizar antifingicos como
nistatina y azoles como miconazol y fluconazol, para terapia antifingica o como terapia
empirica. Sin embargo, estas practicas terapéuticas han generado cambios epidemiologicos
entre los que destacan la aparicion de cepas que han desarrollado resistencia secundaria a
los antifiingicos y la sustitucion de algunas especies susceptibles por otras con resistencia
intrinseca (Rodero y cols, 2006; de Resende y cols 2006; Torres y cols, 2009; Benito y cols,
2016).

La resistencia se define como el fracaso para erradicar una infeccion fiingica a pesar de la
administracién de un antifungico con actividad in vitro en contra de ese organismo
(Kanafani y Perfect, 2008) o como un cambio de sensibilidad o susceptibilidad al
antimicotico que puede medirse in vitro por métodos de laboratorio apropiados (Gutiérrez y
cols, 2012). La resistencia puede ser primaria (intrinseca) o secundaria (adquirida). La
resistencia primaria se encuentra naturalmente entre ciertos hongos sin exposicion previa a
la droga y hace hincapié en la importancia de la identificacion de especies de hogos a partir
de muestras clinicas. La resistencia secundaria se desarrolla entre las cepas previamente
susceptibles después de la exposicion al agente antifingico y por lo general depende de la
expresion de genes alterados (Kanafani y Perfect, 2008; Gutiérrez y cols, 2012; Spampinato

y cols, 2013; Rodrigues y cols, 2014).

La resistencia puede ser estable si la cepa mantiene un fenotipo resistente cuando crece sin
antimicdtico y es genéticamente estable. También puede ser reversible o transitoria cuando
la cepa pierde su fenotipo al crecer sin el antimicotico; es decir, es una cepa
fenotipicamente resistente pero genotipicamente susceptible (Gutiérrez y cols, 2012). A

nivel de cultivo se ha descrito también la resistencia heterogénea y la homogénea. La
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heterogénea es aquella en la que en una misma cepa puede haber colonias resistentes y
sensibles a un mismo antifiingico, y la homogénea es aquella cuando todas las colonias de
una cepa son por completo sensibles o resistentes a un mismo antimicdtico (Mondon y cols,
1999). Otra causa de resistencia es la exposicion continua de especies de Candida a
antifungicos, asi como su uso indiscriminado, que altera la susceptibilidad de las cepas, lo
que ha llevado al aumento de su resistencia al tratamiento (Kuriyama y cols, 2005;
Manfredi y cols, 2006; Lyon y cols, 2008). La proporcion de las especies no albicans entre
las especies de Candida ha aumentado y su susceptibilidad a los antifingicos varia
significativamente en contraste con C. albicans (Torres y cols, 2009; Zapata y Cardona,
2012). Algunas especies no albicans como C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C.
dubliniensis son inherentemente menos sensibles al tratamiento y pueden influir en el
desarrollo de la resistencia. Estas Ultimas especies tienden a ser menos susceptibles a los
antifiungicos comunmente usados (Kuriyama y cols, 2005; Gall¢ y cols, 2011; Zapata y

Cardona, 2012; Premkumar y cols, 2014).

En las especies de Candida resistentes a polienos se han encontrado defectos en el gen
ERG3, que es un gen implicado en la biosintesis del ergosterol, lo que lleva a la
acumulacion de otros esteroles en la membrana del hongo, en consecuencia las cepas
resistentes a los polienos tienen un contenido relativamente bajo de ergosterol, evitando la

formacion de poros en su membrana e impidiendo su permeabilidad.

Mecanismo de resistencia a azoles. Existen cuatro principales mecanismos descritos en
especies de Candida, més de un mecanismo puede funcionar en cualquier cepa (Kanafani y
Perfect, 2008; Sanguinetti y cols, 2015). La disminucioén de la concentracion del farmaco
con el desarrollo de bombas de eflujo: las bombas de salida estdn codificada por 2 familias
de genes transportadoras, los genes CDR (resistencia de Candida a farmacos por sus siglas
en inglés) de la familia de unién a ATP, y los genes MDR. Los principales son CDRI,
CDR2 y MDRI1, reducen la acumulacion intracelular del farmaco (Premkumar y cols, 2014;
Xu y cols, 2015; Golabek y cols, 2015; Kolaczkowska y cols, 2016). Otro mecanismo es la

alteracion del sitio diana, se ha demostrado que las mutaciones en ERGI11, previene la
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union de los azoles en su sitio de accion (Kanafani y Perfect, 2008; Spampinato y cols,

2013; Xu y cols, 2015; Sanguinetti y cols, 2015; Kolaczkowska y cols, 2016).

Sobre la regulacion de enzima diana, en algunas cepas de Candida con susceptibilidad
reducida a los azoles tienen mayores concentraciones intracelulares de Ergl1p que lo hacen
susceptible a los azoles cepas. El agente antifingico es, por lo tanto, efectivo, y las
concentraciones terapéuticas de rutina puede inhibir efectivamente la sintesis de ergosterol

(Kanafani y Perfect, 2008; Xu y cols, 2015).

Desarrollo de las vias de derivacion: la exposicion a compuestos azolicos da como
resultado el agotamiento de ergosterol de la membrana fungica y la acumulacion del
producto toxico 14a-metil-3,6-diol. La mutacion del gen ERG3 previene la formacion de
140-metil-3,6-diol de 14a-metilfecosterol. La sustitucion de ergosterol con el ultimo
producto conduce a membranas funcionales y previene la accion de los azoles en la via de
biosintesis de ergosterol. Las cepas de Candida spp. con mutacion ERG3 también son
resistentes a polienos, porque sus membranas celulares estan desprovistos de ergosterol

(Kanafani y Perfect, 2008; Rodrigues y cols, 2014; Sanguinetti y cols, 2015).

1.3.1 Susceptibilidad antifungica en diversas poblaciones de riesgo

Existe una variabilidad de la susceptibilidad y resistencia a los antifingicos dependiendo
del grupo estudiado. Un estudio realizado por Sanchez y cols en 2005 encontré que el
10.8% de las cepas de Candida aisladas de pacientes con infeccion por VIH fueron
resistentes al menos a uno o mas antifingicos azolicos. En pacientes con DM la prevalencia
de resistencia de especies de Candida aisladas de la mucosa bucal a antifingicoses es del 7
al 23% (Manfredi y cols, 2006; Bremenkamp y cols, 2011; Premkumar y cols, 2015). El
Anexo 5. Muestra la prevalencia de resistencia de especies de Candida a fluconazol y

miconazol en diferentes grupos de estudio.
Se ha observado que las especies de Candida aisladas de la mucosa bucal de pacientes con

DM-2 son menos susceptibles a los antifingicos debido a un tratamiento previo que las

permitid mutar (Rex y cols, 1995; Spampinato y cols, 2013; Patel y cols, 2017); de igual
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manera los pacientes con DM-2 se encuentran colonizados por una mayor diversidad de
especies de Candida que son menos susceptibles al tratamiento, como por ejemplo: C.
krusei (Al-Attas y cols, 2010; Premkumar y cols 2014) El problema se ha visto agravado
por la aparicion de especies de Candida distintas de C. albicans como C. glabrata y C.
krusei que tienen resistencia inherente a los azoles tales como fluconazol y otros agentes
antifngicos, lo que hace persistente a la infeccion y dificil de tratar (Williams y cols, 2011;

De la Rosa y cols, 2013; Premkumar y cols, 2014; Benito y cols, 2016; Patel y cols, 2017)

1.4 Diabetes

La diabetes se define como una enfermedad sistémica, cronica degenerativa, de caracter
heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria y con participacion de
diversos factores ambientales, que se caracteriza por hiperglucemia cronica, debido a la
deficiencia en la produccion o accion de la insulina, que afecta al metabolismo intermedio
de los hidratos de carbono, proteinas y grasas (Nolan y cols, 2011; American Diabetes
Association, 2016; Atlas de Diabetes de la FID, 2015; Organizacion Mundial de la Salud,
2016).

La Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-1994, para la Prevencion y Control de la

Diabetes, establece la siguiente clasificacion:

I- Diabetes Mellitus Tipo 1 (A: diabetes inmunomediada y B: diabetes idiopatica)

II- Diabetes Mellitus Tipo 2

III- Otros tipos

IV- Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

1.4.1 Epidemiologia mundial y nacional de DM-2

La Organizaciéon Mundial de la Salud y la Federacion Internacional de Diabetes estimaron
que entre 2014 y 2015 existian de 415 a 422 millones de adultos con diabetes en el mundo,
de los cuales 193 millones no conocian su estado. A nivel mundial, en 2015 cinco millones

de muertes fueron atribuidas a la diabetes, y se calcula que para 2040 existiran 642 millones

de personas con diabetes. Asimismo, cerca de tres cuartas partes de las personas con

13



diabetes son de paises de bajo a mediano ingreso (Nolan y cols, 2011; Smith-Spangler y
cols 2012; Seuring y cols 2015; Atlas de Diabetes de la FID, 2015; OMS, 2016). Existen
otros 318 millones de habitantes en el mundo con tolerancia a la glucosa alterada, lo que les
coloca en alto riesgo de desarrollar la enfermedad (Ramachandran y cols 2010; Atlas de

Diabetes de la FID, 2015).

Se ha documentado ampliamente que la DM-2 es una de las principales causas de
enfermedad, de discapacidad y muerte en México y en el mundo (Aguilar y cols, 2003;
Nolan y cols, 2011). En México, la DM-2 tiene un crecimiento acelerado, en los ultimos
afios ha mostrado el incremento mas significativo entre las enfermedades cronico
degenerativas (Arredondo y De Icaza, 2011; Moreno y cols, 2014; Arredondo, 2014;
Seuring y cols 2015). A partir del 2003, se han registrado alrededor de 400 mil nuevos
casos de diabetes anualmente. Se ha reportado una prevalencia de 14.4% de casos en la
poblacion mexicana (Villalpando y cols, 2010; Arredondo y De Icaza, 2011). De acuerdo
con la Federacion Internacional de Diabetes, existian 8.7 millones de casos de diabetes en
2013 en Meéxico, y la prevalencia en personas de 20-79 afios era del 11.77 %. La
enfermedad se presenta en todos los grupos de edad pero ha sido mas frecuente entre los
individuos de 25-59 afios y cada vez se observa en individuos mas jovenes (Arredondo y
Barcelo, 2007; Arredondo y de Icaza, 2011). Es importante subrayar que frecuentemente el
diagnostico de la enfermedad se realiza cuando esta lleva entre 7-10 afios de evolucion

(Moreno y cols, 2014).

1.4.2 Fisiopatologia de la DM-2

Se ha demostrado que en la presentacion de la DM-2 existen dos factores involucrados:

1) disfuncién de las células beta con falta de respuesta secretoria al estimulo de la glucosa
sanguinea y 2) una resistencia periférica a los efectos bioldgicos de la insulina, tanto por
disminucion del niimero de los receptores insulinicos de la membrana celular, como de los
receptores postmembrana, todo lo cual conduce a una excesiva produccion de glucosa por
el higado y dificultades en la captacion de €sta por el musculo y por los adipocitos. En otras
palabras la resistencia insulinica puede ocurrir a cualquier nivel de la accion biologica de la

insulina, desde su union inicial a los receptores de la superficie celular, hasta su
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participacion en la cascada de fosforilacion de la glucosa. Se ha constatado también el
aumento en la secrecion de glucagon y un defecto primario que radica en la célula beta del
pancreas, con deterioro en la secrecion de insulina (Ramachandran y cols 2010; Nolan y

cols, 2011; American Diabetes Association, 2016).

1.4.3 Factores de riesgo

Los principales factores de riesgo son edad mayor o igual a los 45 afios, sobrepeso, historia
familiar de diabetes, inactividad fisica o sedentarismo, raza, intolerancia a la glucosa,
historia de diabetes mellitus gestacional o peso del producto mayor a 4 kilogramos,
hipertension, colesterol HDL menor o igual a los 35 mg/dl y/o niveles de triglicéridos
mayor o igual a 250 mg/dl, sindrome de ovario poliquistico, historia de enfermedad
vascular (Aguilar y cols, 2003; Vazquez y cols, 2007; Whincup y cols, 2008; Bellamy y
cols, 2009; Ramachandran y cols, 2010; Malik y cols, 2010; Ezzati y Riboli, 2013; Ley y
cols, 2014; Johnsson y cols, 2015; Atlas de Diabetes de la FID, 2015; American Diabetes
Association, 2016; Organizacion Mundial de la Salud, 2016).

1.4.4 Criterios diagnosticos de DM-2

De acuerdo a los actuales criterios, se diagnostica como DM los casos que presenten:

1. Sintomas de diabetes como poliuria, polidipsia, pérdida de peso sin causa aparente, mas
glucemia plasmatica casual mayor o igual a 200 mg/dl.

2. Glucemia plasmatica en ayuno mayor o igual a 126 mg/dl.

3. Glucemia plasmatica a las 2 horas del test de tolerancia oral a la glucosa mayor o igual a
200 mg/dl.

Se considera como glucemias normales en ayunas a las menores de 110 mg/dl, los valores
intermedios, entre 110 y 125 mg/dl, constituyen el estado de intolerancia a la glucosa de

ayuno (American Diabetes Association, 2018).

1.4.5 Signos y sintomas de DM-2
Los pacientes pueden experimentar diferentes signos y sintomas, y en ocasiones puede no
haber signos. Algunos de los sintomas experimentados comunmente son: miccion

frecuente, sed excesiva, aumento de apetito, pérdida de peso, cansancio, falta de
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concentracion, sensacion de hormigueo o entumecimiento de manos o pies, vision borrosa,
cicatrizacion lenta de heridas, vomitos y dolor de estomago (Aguilar y cols, 2003; Bellamy

y cols, 2009).

1.4.6 Tratamiento

La Asociacion Americana de Diabetes recomienda dieta y ejercicio como primera linea en
pacientes con DM-2, si en un lapso de tres meses no se logra un control glicémico, se
recomienda el uso de farmacos para el control de la misma. El tratamiento de la DM
comprende estrategias nutricionales como la pérdida de peso, adecuacion de habitos
dietéticos y ejercicio fisico, medicamentos orales como sulfonilureas que su principal
mecanismo de accion es reforzar la secrecion de insulina y pueden reducir la resistencia
periférica de la misma, biguanidas que incrementan la sensibilidad a la insulina, inhibidores
de la a-glucosidasa que reducen la hiperglucemia postprandial y tiazolindindionas que
mejoran el sindrome de resistencia a la insulina y diferentes preparados de insulina humana,
asi como el andlogo lispro (Nolan y cols, 2011; Ley y cols 2014; American Diabetes

Association, 2016).

1.4.7 Complicaciones generales de la Diabetes Mellitus

La DM-2 tiene una amplia gama de signos y sintomas y se manifiesta de manera diferente
en diferentes 6rganos (Al-Maskari y cols, 2011; Bajaj y cols, 2012). Las personas que
padecen DM-2 tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedades graves, los niveles altos
de glucosa en sangre pueden conducir a enfermedades que afectan al corazén y vasos
sanguineos, 0jos, rifiones y nervios, asi como un mayor riesgo de desarrollar infecciones
(Aguilar y cols, 2003; Bellamy y cols, 2009; Nolan y cols, 2011; Moreno y cols, 2014). En
la mayoria de los paises, la DM es la principal causa de enfermedades cardiovasculares,
ceguera, insuficiencia renal y amputaciéon de mienbros inferiores (Moreno y cols, 2014;
Atlas de Diabetes de la FID, 2015). Las enfermedades cardiovasculares afectan al corazon
y vasos sanguineos, lo que puede conducir a un ataque cardiaco y accidente cerebrovascular
(Moreno y cols, 2014; Fox y cols, 2015; Chen y cols, 2015). La enfermedad cardiovascular
es la causa mas comun de muerte en personas con diabetes (Atlas de Diabetes de la FID,

2015; Fox y cols, 2015). Enfermedad renal o nefropatia diabética es causada por el dafio a
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los pequefios vasos sanguineos de los rifiones, lo que lleva a los rifiones a ser cada vez
menos eficientes o fallar por completo. La enfermedad renal es mucho mas comun en las
personas con diabetes que en aquellos sin diabetes (Atlas de Diabetes de la FID, 2015;
Haneda y cols, 2015; Al-Rubeaan y cols, 2014). La neuropatia diabética causa dafio a los
nervios de todo el cuerpo cuando la glucosa en sangre y la presion arterial son demasiado
altas. Las zonas mas comunmente afectadas son las extremidades, en particular, los pies. El
dafo a los nervios puede dar lugar a dolor, hormigueo y pérdida de sensibilidad. La pérdida
de sensibilidad es particularmente importante porque puede permitir que las lesiones pasen
desapercibidos, lo que conduce a infecciones graves y posibles amputaciones (Atlas de
Diabetes de la FID, 2015). La mayoria de las personas con diabetes desarrollaran algtin tipo
de enfermedad en los ojos que causa vision reducida o ceguera, debido a alteraciones
microvasculares, que a su vez producen isquemia (Atlas de Diabetes de la FID, 2015; Al-

Rubeaan y cols, 2015; Frank, 2015).

1.4.8 Complicaciones y manifestaciones bucales de DM-2

Las lesiones bucales en los pacientes diabéticos son de gran importancia ya que en muchas
ocasiones pueden ser el primer indicio de algiin desorden sistémico y también revelan las
condiciones generales en las que se encuentran los pacientes (de la Rosa y cols 2006;
Gonzalez y cols, 2008; Bajaj y cols, 2012). Entre las manifestaciones bucales de DM-2
incluyen hiposalivacion con sensacion de boca seca, ardor en la lengua, enfermedad
periodontal, mayor susceptibilidad a caries, pérdida Osea, abscesos dentales, infecciones
fungicas y bacterianas, retraso en la cicatrizacion de las heridas y cambios en las
concentraciones de IgA en la saliva (Gonzilez, 2004; de la Rosa y Cols 2006; Lotfi-
Kamran y cols, 2009; Khosravi y cols, 2008; Silva y cols, 2015; Al-Maskari y cols, 2011;
Bajaj y cols, 2012; Kakoei y cols, 2015).

1.4.9 Factores de riesgo locales y sistémicos para candidosis en pacientes con DM-2.
Los principales factores locales y sistémicos son los extremos en la edad, inmunosupresion,
deficiencias de hierro y vitaminas, uso de protesis dentales removibles, el uso constante de

antibidticos, medicamentos que causan hiposalivacion como captopril, enalapril, diazepam,
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etc. (Belazi y cols, 2005; Al Attas y Amro, 2010; Bremenkamp y cols, 2011; Williams y
cols, 2011; Shenoy y cols, 2014; Cruz y cols, 2016).

Los pacientes con DM-2, tienen un marcado riesgo de presentar una mayor densidad de
crecimiento por especies de Candida en la cavidad bucal que con frecuencia se asocian con
niveles altos de glucosa en la saliva, larga duracioén de la enfermedad y el uso de protesis
bucales removibles que promueven la formacion de biofilm resultando en candidosis bucal
y tiempo de duracion de la DM (Lotfi-Kamran y cols, 2009; Volpato y cols, 2011; De la
Rosa y cols, 2013; Shenoy y cols, 2014; Premkumar y cols, 2014). La disminucion del flujo
salival, la reduccion de pH salival y las altas concentraciones de glucosa en saliva de estos
pacientes, pueden proporcionar un sustrato potencial al hongo para su crecimiento y
adherencia a las células epiteliales de la mucosa bucal (Belazi y cols, 2005; Sashikumar y
Kannan, 2010; Bremenkamp y cols, 2011; Premkumar y cols, 2014; Balan y cols 2015;
Cruz y cols, 2016). Asimismo es un hecho que la DM-2 afecta la secrecion de las glandulas
salivales tanto cuantitativa como cualitativamente, la saliva posee inmunoglobulina A, que
inhibe la adhesion a las celulas epiteliales, por lo tanto, es probable que la disminucion en

el flujo salival favorezca la colonizacion por Candida spp (Shenoy y cols, 2014).

Debido a los factores antes mencionados, frecuentemente se aislan diferentes especies de
Candida en la mucosa de la cavidad bucal de los pacientes con DM, las mas fecuentes son:
C albicans, C glabrata, C tropicalis, C dubliniensis, C krusei, C colliculosa, C fomata, C
parapsilosis, C guillermondii y C rugosa (de la Rosa y cols 2008; Al Attas y Amro, 2010;
Al Mubarak y cols, 2013; Premkumar y cols, 2014). Aunque Candida albicans es la
especie mas frecuente que causa candidosis bucal, la incidencia de candidosis causada por

otras especies también ha aumentado (Premkumar y cols, 2014; de la Rosa y cols, 2013).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La candidosis bucal es una infeccion oportunista que se presenta con mayor frecuencia en
en pacientes inmunocomprometidos, como los que padecen DM-2, infeccién por VIH, los
tratados con agentes inmunosupresores o los que padecen insuficiencia renal cronica. Los
pacientes con DM-2 poseen caracteristicas bucales y sistémicas que lo predisponen a la
colonizacién por especies de Candida y por tanto a padecer candidosis bucal; por ello se
incrementa el riesgo de desarrollar infecciones persistentes y ocasionalmente diseminadas.
Adicionalmente el uso prolongado o inadecuado de antifingicos y la exposicion frecuente
de Candida spp., ha elevado la resistencia de las diversas especies de Candida. En los
ultimos afios se ha observado un marcado aumento de especies resistentes a los farmacos

comunmente usados en el tratamiento de candidosis bucal.

La susceptibilidad a los antifungicos varia significativamente entre las especies de Candida,
algunas son mas resistentes y pueden conducir a la aparicion de infecciones recurrentes o
pueden causar infecciones diseminadas en pacientes susceptibles. Por lo tanto, la resistencia

emergente a los firmacos es un reto importante para el manejo terapéutico de candidosis.

Por lo cual en el presente estudio se propuso identificar la susceptibilidad de las especies de
Candida a los antifingicos poliénicos y azolicos mas usados en la practica clinica en
aislamientos de la mucosa bucal de pacientes con y sin diabetes mellitus tipo 2 que asisten a

consulta a las clinicas Estomatolégicas de la UAM-Xochimilco.
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3. JUSTIFICACION
La informacion sobre este aspecto en el paciente diabético en grupos de la ciudad de
México es limitada, por lo que es importante evaluar la susceptibilidad a los antifingicos de

las especies de Candida aisladas de la mucosa bucal de estos pacientes.

Los resultados de esta investigacion proporcionaran informacion sobre la frecuencia de
especies de Candida resistentes a los antifingicos de uso més frecuente en esta poblacion.
Esta informacion puede ser 1util en el manejo de infecciones flngicas, reduciendo
complicaciones como la aparicion de formas diseminadas y el posible deterioro en el estado

de salud general del paciente.

20



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Determinar la frecuencia de susceptibilidad antifingica de especies de Candida de

aislamientos obtenidos de la mucosa bucal, y su posible asociacion con la DM-2.
4.2 Objetivos especificos
Identificar la frecuencia de colonizacion e infeccion de Candida spp. aisladas de la mucosa

bucal de pacientes con y sin diabetes mellitus tipo 2.

Identificar las especies de Candida que colonizan la mucosa bucal de pacientes con y sin

diabetes mellitus tipo 2.

Evaluar la posible asociacion entre la diabetes mellitus tipo 2 y la colonizacién o infeccion

por especies de Candida en la mucosa bucal.

Identificar in vitro la frecuencia de susceptibilidad antifingica a nistatina, miconazol y

fluconazol de las especies de Candida aisladas.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1 Disefio del estudio

Estudio transversal y analitico que se llevd a cabo en el periodo comprendido de marzo de
2016 a julio de 2016 en individuos que asistieron a los Laboratorios de Disefo y
Comprobacién “Dr. Rafael Lozano Orozco”, “San Lorenzo” y “Tldhuac” de la licenciatura

en Estomatologia de la Universidad Autdnoma Metropolitana-Xochimilco (UAM-X).

Criterios de inclusion
Individuos adultos (> 18 afios) diagnosticados con DM-2 y no DM-2 que aceptaron

participar en el estudio y que firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusion
Individuos que recibieron tratamiento antimicético en el tltimo mes.

Individuos que hubieran recibido profilaxis dental.

Criterios de eliminacion

Muestras inespecificas y dudosas

Consideraciones éticas

A los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion se les invitd a participar en el
estudio. Se les proporciond informacion clara y comprensible sobre los objetivos del
estudio, los procesos que se llevaron a cabo, asi como las metas del estudio. Se elabor6 una
carta de consentimiento informado de acuerdo a la Ley General de Salud, en su titulo
quinto, capitulo Unico: investigacion para la salud (Articulos 100 y 103). Y a la norma
oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de

proyectos de investigacion para la salud en seres humanos.

A cada individuo se le solicitd leer y en su caso firmar la carta de consentimiento de
participacion en el estudio, que contiene también las firmas del responsable encargado del
estudio y de un testigo. En los casos de pacientes que no sabian leer y escribir o se

encontraban fisicamente incapacitados para escribir, los puntos del consentimiento
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informado fueron explicados de manera verbal y se colocd una rubrica en el lugar de la

firma (Anexo 1).

5.2 Procedimientos clinicos

A través de interrogatorio directo se llend la ficha de recoleccion de datos (Anexo 2) que
contenia: datos demograficos (edad, sexo, estado civil, fecha de nacimiento, escolaridad,
lugar de residencia y ocupacion), consumo de tabaco y alcohol (Los criterios de medicion
para el consumo de tabaco y alcohol se describen en el Anexo 3), uso de prétesis bucal
removible. En los individuos con DM-2 se recolectaron datos relacionados con su
enfermedad (tiempo de evolucidn, tratamiento, niveles de glucosa capilar). Se obtuvo el
indice de higiene oral simplificado (IHOS, 6ptimo, regular y malo), y los resultados de las
pruebas microbioldgicas de colonizacion, identificacion de especies y susceptibilidad

antifingica. Los criterios para el IHOS se describen en el Anexo 4.

El examen bucal se realizd empleando barreras de proteccion universal (bata, cubrebocas,
guantes), bajo adecuada iluminacidon y utilizando un abatelenguas como auxiliar para
desplazar y extender los tejidos siguiendo un orden sistematico (Road-Petersen 1969). Al
reconocer clinicamente una lesion sugestiva de candidosis, se tomd citologia exfoliativa
realizando un raspado de la zona afectada con un abatelenguas de madera, el cual se
extendié en un portaobjetos previamente rotulado con los datos del paciente y que fue
fijada con spray citologico, posteriormente se llevd al laboratorio de Histopatologia de la
UAM-Xochimilco para su analisis microscopico. La confirmacion de candidosis bucal se
realiz6 en un frotis mediante la busqueda de hifas y pseudohifas de Candida spp. en
proliferacion sobre las células epiteliales tefiidas con acido peryodico de Schiff (PAS)
(Figura 1). En los casos que fueron positivos se prescribio tratamiento antimicético. De

igual manera se registr6 el IHOS de acuerdo a Greene y Vermillion en 1960 .
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Figura 1. Imagen citolégica que muestra la
presencia de hifas de Candida spp. sobre
células epiteliales (40x). Frotis realizado a un
paciente con signos clinicos de candidosis bucal,
tincion de PAS.

En todos los participantes se tom6 una muestra de glucosa capilar casual con glucémetro
(ACCU-CHEK Performa), se seleccion6 el dedo de puncidn, se frotd la zona para facilitar
el aporte de sangre, se desinfect6 la zona a puncionar con alcohol al 70° y se dejo secar para
realizar la puncion en un dngulo de 45° con la lanceta. Una vez que estuvo expuesta la gota
de sangre, se acerco la tira de glucemia para observar el valor de glucosa en sangre, la cual

se registrd en la ficha de recoleccion de datos.

La toma de la muestra de la mucosa bucal para cultivo se realizd6 mediante hisopado de la
mucosa bucal, el cual consistid en girar un hisopo estéril 10 veces en sentido contrario de
las manecillas del reloj sobre dorso de lengua, mucosa yugal y paladar duro. El hisopo se
sumergié en un medio de transporte (medio de Stuart) para mantener la viabilidad de
Candida spp., se identifico con el folio correspondiente y fecha, para posteriormente

trasladarlo al laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de la UAM-Xochimilco..

5.3 Procedimientos de laboratorio
Para la siembra de la muestra se rotularon los medios de cultivo con un codigo progresivo
para cada uno. El codigo contiene el nimero asignado a las fichas de recoleccion de datos y

a los tubos que contienen la muestra correspondiente a cada paciente.
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Cultivo de la muestra: Previo a la siembra se encendid un mechero y se tom6 como
campo estéril de trabajo un didmetro de 15 a 20 cm alrededor de él. A continuacion las
muestras recolectadas con el hisopo se agitaron utilizando un agitador tipo vortex durante
10 segundos, posteriormente se retiraron del medio de Stuart y se sembraron con técnica de
estria cruzada en medio de cultivo de agar dextrosa Sabouraud (ADS) con cloranfenicol,
Los medios se incubaron de 24-48 horas a 36 = 1.5 °C y se registraron los cultivos
positivos, asi como las caracteristicas macroscopicas (color, tamafio, consistencia, bordes,

superficie) de las colonias.

Para descartar los cultivos como negativos, las colonias fueron incubadas por un periodo
adicional de siete dias a una temperatura de 30 £ 1°C. Se considerd colonizacion cuando
hubo crecimiento de colonias caracteristicas de Candida en el medio de cultivo de ADS y
su confirmacion por crecimiento de colonias de cualquier color en el cultivo de
CHROMagar® Candida, acorde a la definicion de “adquisicion y mantenimiento de una

poblacion estable de levaduras de especies de Candida que no desarrolla enfermedad

clinica” (Cannon y Chaffin, 1999; Soll, 2002).
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Figura 2. Morfologia de las levaduras en tincion de Gram. A levaduras alargadas,

ovoides color azul Candida krusei. B, levaduras redondas, pequefias, color violeta
Candida glabrata.

Se realizo tincion de Gram en todas las colonias que presentaron caracteristicas de Candida

spp., evaluando la morfologia de la levadura en el microscopio 6ptico (figura 2). Para la
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tincion de Gram se colocd una gota pequefia de agua destilada con una pipeta sobre un
portaobjetos, posteriormente la gota se mezcld con una colonia de Candida spp. y se llevo
al mechero para secar la muestra. El primer reactivo que se empled para llevar a cabo la
tincion fue cristal violeta (I minuto) seguido de lugol (1 minuto), alcohol cetona (30
segundos) y finalmente safranina (I minuto). Antes de colocar el siguiente reactivo la
muestra se enjuagd con agua destilada y al finalizar todo el procedimiento se dejé secar

para su observacion.

Aislamiento y tipificacion: para la identificacion de la especie, las colonias obtenidas se
resembraron en placas de CHROMagar® Candida (CHROMagar®, Paris, France); que es
selectivo para diferenciar especies de Candida. De aquellos cultivos positivos en ADS, con
un asa estéril se tomd una porcion de cada colonia en diferentes puntos en una misma
intencion; el inoculo anterior se sembr6 con el mechero encendido y dentro del area de
trabajo en placas de CHROMagar® Candida por la técnica de cultivo en estriado y fueron
incubados a 36 °C + 1.5 durante 36-48 horas. De acuerdo a las caracteristicas cromogenas
que indica el fabricante para cada especie: verde claro, C albicans; verde intenso u oscuro,
C dubliniensis; azul, C tropicalis; blanca, rosa lisa brillante, C. glabrata; rosa rugosa opaca,
C krusei. Se realizo la identificacion presuntiva de la especie, ademas, el uso de este medio,
permitié separar dos o mas cepas juntas de diferente especie en una misma muestra clinica.
Cuando existieron dudas para la identificacion de las especies de Candida no albicans se
corrobord mediante el sistema de asimilacion de carbohidratos API 20C Aux. Para
conservar las cepas los cultivos positivos a una o mas especies se resembraron y purificaron
en placas de CHROMagar®, hasta separar las colonias diferentes y purificarlas. Las
colonias aisladas se resembraron en ADS adicionado con cloranfenicol, incubandolas a 36
°C £ 1 por dos dias. Posteriormente, se realiz6 una resiembra adicional en tubos de caldo

glucosado de Sabouraud adicionado con glicerol y se congel6 a -20 °C.

Susceptibilidad antifiingica: se utilizd el método M44-A3 descrito por el Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI [antes NCCLS — National Committee for Clinical
Laboratory standards] por sus siglas en inglés) para la evaluacion de la sensibilidad al

fluconazol (FCZ), miconazol (MCZ) y nistatina (NIS). Se realiz6 la prueba de difusion en
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disco sobre placas con 25 ml de Agar Mueller-Hinton suplementado con 2% de glucosa y
azul de metileno (0.5 pg/ml); la adicion de la glucosa proporciona un mejor crecimiento de
las levaduras y el azul de metileno aumenta la definiciéon de los halos de inhibicion. La
superficie del agar fue inoculada en tres direcciones usando un hisopo estéril embebido en
una suspension de levaduras ajustada visualmente a una turbidez estandarizada de 0.5
McFarland; esta solucion tiene una concentracion aproximada de 1x10° - 5x10° UFC/ml. Se
dejo secar la solucion y se colocaron los discos de difusion de FCZ (25 pg), MCZ (50 pg) y
NIS (100 UI) (BIO-RAD ®, France) dispuestos en tres cuadrantes (Figura 3).

Figura 3. Prueba de susceptibilidad en medio
Agar Mueller-Hinton. Halos de inhibiciéon de los
diferentes antifingicos empleados. La flecha indica
una colonia resistente a fluconazol en la que no se
aprecia halo de inhibicion.

Las levaduras fueron incubadas a 37 °C y las lecturas se realizaron a las 24 y 48 horas
midiendo el didmetro del halo de inhibicion del crecimiento de colonias, de acuerdo a los
criterios M44-A3 establecidos de acuerdo al CLSI, (Anexo 6).

Los ensayos se validaron probando la cepa de control de calidad C. albicans ATCC 90028,
recomendada por el CLSI. La zona de inhibiciéon en milimetros para fluconazol es de 28 a

39, para miconazol de 22 a 29 y de 20 a 26 para nistatina.
5.4 Variables

Dependientes: Susceptibilidad de especies de Candida a antifingicos, colonizacién y

candidosis bucal.
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Independientes: Especie de Candida, DM-2, glucosa capilar casual, edad, consumo de

tabaco y alcohol, sexo, uso de protesis removible, [HOS.

5.5 Analisis estadistico

Para las variables cuantitativas se presentaron los resultados a través de medias, medianas y
desviacion estandar. Para variables cualitativas se utilizaron distribuciones de frecuencia y
porcentajes. Se utilizaron pruebas de y° para la comparacion de variables nominales o
pruebas exactas de Fisher en los casos necesarios, considerando el tamafio y la distribucion
de la muestra. Se calcularon medidas de asociacion (razones de momios) para estudiar el
comportamiento de la susceptibilidad antifingica y la presencia de DM-2. Se generaron
modelos de regresion logistica mutinomial (3 categorias) multiple para estudiar la
asociacion entre la susceptibilidad antifungica y la presencia de DM, controlando por edad,
sexo y el uso de protesis. Los coeficientes de regresion logistica fueron exponenciados para
estimar la razén de momios (RM) de cada variable independiente del modelo; por lo tanto,
¢éste puede ser definido como el cociente entre la probabilidad de que ocurra el evento
(infeccion) y la probabilidad de que no ocurra (colonizacion) teniendo en cuenta otros
eventos (Berea y cols., 2014). Los resultados de las pruebas de hipotesis se consideraron

significativos para p < 0.05. El analisis se efectud con el paquete JMP V9
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6. RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron 134 individuos, 38 (28.4%) hombres y 96 (71.6%)
mujeres, con un promedio de edad de 55.7 (£13.7) afios. Cincuenta (37.3%) presentaban
DM-2. Veinte (14.9%) fumaban y 23 (17.2%) bebian alcohol regularmente. E1 Cuadro 1
muestra las caracteristicas socio-demograficas y uso de prétesis e higiene bucal de los
individuos con y sin DM-2. La media de glucosa capilar casual fue significativamente
mayor en los individuos con DM-2 que en no DM (184.8 vs. 101.8 mg/dl, p=0.001). No se
identificaron diferencias en la edad (p=0.060), el sexo (p=0.263), o el consumo de tabaco

(p=0.815) o alcohol (p=0.110) y la presencia de DM-2.

Caracteristicas bucales

Treinta y cinco individuos (26.1%) usaban proétesis dental removible, sin diferencias entre
individuos con y sin DM-2 (p=0.432). De acuerdo al IHOS, un poco mas de la mitad de los
individuos examinados (54.5%) presentaron un indice adecuado de higiene bucal, sin

diferencias significativas entre los diabéticos y no diabéticos (p=0.191) (Cuadro 1).

Colonizacion fungica y candidosis bucal

El Cuadro 1 muestra que un poco mas de la mitad de los individuos (53.7%) estaban
colonizados por Candida spp., sin diferencias significativas entre el grupo de diabéticos y
los no diabéticos (58 vs. 51.2%, p=0.443). Una mayor proporcion de mujeres estaban
colonizadas (58, 60.4%) en comparacion al 36.8% encontrado en los hombres (p=0.013).
De acuerdo a las caracteristicas clinicas y a los frotis tefiidos con PAS se detectd candidosis
en 10 individuos (7.5%). La proporciéon de candidosis fue significativamente mads alta en
los individuos diabéticos 7/50 (14%) vs. no diabéticos 3/84 (3.6%) (p=0.029), en todos los

casos el tipo de candidosis identificada fue eritematosa.

Identificacion y distribucion de especies de Candida

Se identificaron un total de 7 especies diferentes en 72 individuos colonizados. En ambos
grupos (DM-2 y no DM-2) la frecuencia de Candida albicans fue mayor al 60%. Sesenta y
cinco individuos (90.3%) estuvieron colonizados por una sola especie, 6/72 (8.3%) por dos

especies y uno (1.4%) por tres especies. La combinaciéon més frecuente en el grupo de
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especies multiples fue de C. albicans con C. tropicalis en 3/72 (4.2%) individuos (Cuadro

2).

De los 72 individuos colonizados se obtuvieron un total de 80 aislamientos bucales de
especies de Candida albicans y no albicans. La especie mas aislada fue C. albicans en en el
75% de aislamientos, seguida por C. tropicalis (8.7%), C. krusei (6.2%), C. glabrata
(3.7%), C. parapsilosis (3.7%), C. lusitaniae (1.2%) y un caso de C. guilliermondii (1.2%),

sin diferencia entre los dos grupos (Cuadro 2).

Susceptibilidad antifungica

Se identifico que el 25% de los ailamientos fueron resistentes al fluconazol, 13.7% fueron
resistentes a nistatina y Uinicamente el 6.2% fue resistente al miconazol. Se observo que en
la categoria Sensible Dosis Dependiente el miconazol y la nistatina mostraron un porcentaje

importante (51.2% y 56.3%) respectivamente (Cuadro3).

El analisis entre la freccuencia de la susceptibilidad, sensibilidad dosis dependientes o
resistencia a fluconazol y miconazol no mostré diferencia entre individuos DM-2 y no DM-
2 (p=0.552, p=0.801, respectivamente). Asimismo, la proporcidon de resistencia a nistatina
en el grupo de DM-2 fue ligeramente mayor, sin diferencia estadistica (p=0.214) (Cuadro

4).

El Cuadro 5, muestra la susceptibilidad de las especies C. albicans y no albicans a los
diferentes antifungicos. Se observo una mayor resistencia en las especies no albicans tanto

al fluconazol (p=0.007) como al miconazol (p=0.018).

Analisis de los factores predisponentes a la colonizacion y a la presencia de candidosis
bucal

El Cuadro 6, muestra los resultados del modelo de regresion logistica multiple construido
para analizar la asociacion entre colonizacion por Candida spp, con posibles factores de
riesgo, el modelo mostrdé que el uso de protesis removible (RM=4.42; p=0.006) y la mala

higiene bucal (RM= 2.51; p=0.006) fueron significativos, pero no asi la presencia de DM-2
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(RM=1.37, p=0.501) ni el habito tabaquico (RM=0.81, p=0.728). Al analizar la variable
dependiente candidosis, con los mismos factores de riesgo, se observd una mayor
probabilidad de presentar la infeccion en los individuos con DM-2 (RM=4.39; p<050)
comparados con aquellos sin esta enfermedad sistémica. Asimismo, la mala higiene bucal

se asocid a la presencia de esta infeccion fungica (RM=11.10, p=0.015) (Cuadro 6).
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Cuadro 1. Caracteristicas socio-demograficas y clinicas, colonizacion e infeccion por Candida
spp- en 134 individuos de los LDC de la UAM-X

Diabéticos No Diabéticos
Caracteristicas (n = 50) (n = 84) p
n (%) n (%)
Sexo
Hombres 17 (34.0) 21 (25.0)
0.263"
Mujeres 33 (66.0) 63 (75.0)
Media de edad (+DE) 60.1 (£12.3) 53.1 (+13.8) 0.060°
Media de glucosa capilar (:DE) 184.8 (£86.1) 101.8 (£12.3) 0.001°
Caracteristicas bucales
Portador de prétesis removible 15 (30.0) 20 (23.8) 0.432°
No portador de protesis removible 35 (70.0) 64 (76.2) '
IHOS
Optimo 23 (46.0) 50 (59.5) 010"
Regular, Malo y muy malo 9 (18.0) 16 (19.1) '
Colonizacion
No 21 (42.0 41 (48.8
(12.0) (38.8) 0.443*
Si 29 (58.0) 43 (51.2)
Candidosis
No 43 (86.0 81 (96.4
(86.0) (96.4) 0.029*
Si* 7 (14.0) 3 (3.6)

2. b C g . ./ . . . .
rX ; ~ t de Student. * En individuos con DM-2 la infeccién por Candida spp. fue eritematosa en seis y asociada a
protesis en uno. En individuos sin DM-2 se presenté como candidosis eritematosa en todos ellos.
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Cuadro 2. Distribucion de especies de Candida en aislamientos de individuos colonizados con DM-2 y sin
DM-2 de los LDC de la UAM-X.

Diabéticos No Diabéticos Total
(n=29) (n=43) (n=72) p*
n (%) n_ (%) n_ (%)
C. albicans 24 (82.8) 30 (69.8) 54 (75.0)
C. tropicalis 1 (34 2 (4.6 3 (4.2
C. parapsilosis = 3 (7.0 3 (4.2
C. glabrata 1 (34 1 (23) 2 (29
C. krusec e 2 (4.6 2 (29
C. lusitaniae 1 (34 - 1 (14 0.194
C. albicans y tropicalis 1 (34 2 (4.6 3 (4.2
C. albicans y krusei == 2 (4.6 2 (29
C. krusei y glabrata = 1 (23) 1 (14
C. albicans, tropicalis y guilliermondii 1 (34 - - 1 (14

* Y2

33



Cuadro 3. Resultados de la susceptibilidad por antifiingico en 80 aislamientos de los

72 individuos colonizados.

Sensible SDD* Resistente

n (%) n (%) n (%)
Fluconazol 56 (70.0) 4 (5.0 20 (25.0)
Miconazol 34 (425) 41 (51.2) 5 (6.2)
Nistatina 24 (30.0) 45 (56.3) 11 (13.7)

*SDD: Sensible Dosis Dependiente

34



Cuadro 4. Susceptibilidad antifungica en 80 aislamientos de individuos de los LDC de
la UAM-X por presencia o ausencia de DM-2

Sensible SDD* Resistente p
n (%) n (%) n (%)
Diabéticos
(n=32)
Fluconazol 24 (75.0) 2 (6.3) 6 (18.8) 0.552°
Miconazol 15 (46.9) 15 (46.9) 2 (6.2 0.801°
Nistatina 8 (25.0) 17 (53.1) 7 (21.9) 0.214°
No diabéticos
(n=48)
Fluconazol 32 (66.7) 2 (4.2) 14 (29.2) 0.552°
Miconazol 19 (39.6) 26 (54.2) 3 (6.2) 0.801°
Nistatina 16 (33.3) 28 (58.3) 4 (83) 0.214°

*SDD: Sensible Dosis Dependiente, * X~
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Cuadro 5. Susceptibilidad antifungica a fluconazol, miconazol y nistatina en especies
C. albicans y no albicans.

Susceptible (%) Resistente (%)
n (%) n (%) P
Fluconazol
C. albicans 48 (80.0) 12 (20.0)
0.007*
No albicans 8 (40.0) 12 (60.0)
Miconazol
C. albicans 30 (50.0) 30 (50.0) 0.018"
No albicans 4 (20.0) 16 (80.0) '
Nistatina
C. albicans 19 (31.7) 41 (68.3)
0.573%
No albicans 5 (25.0) 15 (75.0)
* Y 2
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Cuadro 6. Resultado del modelo de regresion logistica multiple para colonizacion e
infeccion bucal por Candida spp.

RM (IC 95%) )4

Colonizacion

DM-2 1.37 (0.54 - 3.53) 0.501

Uso de protesis 4.42 (1.49 - 15.38) 0.006

IHOS 2.51 (1.27- 5.47) 0.006

Tabaquismo 0.81 (0.25- 2.57) 0.728
Candidosis

DM-2 4.39 (1.08 - 17.86) 0.050

Uso de protesis 0.52 (0.07- 4.37) 0.518

IHOS 11.10 (1.45-181.26) 0.015

Tabaquismo 0.81 (0.07- 8.92) 0.865

RM: Razoén de momios, IC: intervalos de confianza, DM-2: Diabetes Mellitus tipo 2, IHOS: Indice de
higiene oral simplificado
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7. Discusion

En el presente estudio se observo una baja prevalencia de candidosis bucal (7.5%), sin
embargo se obtuvo una alta frecuencia de cultivos positivos a Candida spp. (53.7%), siendo
ligeramente mayor en los pacientes con DM-2 (58% vs. 51.2%). Adicionalmente, no se
observaron diferencias significativas en la susceptibilidad a los antifungicos estudiados
entre los pacientes DM-2 y no diabéticos. Por otra parte, entre las especies albicans y no
albicans hubo una diferencia significativa en la susceptibilidad a los farmacos azdlicos

(fluconazol p=0.007 y miconazol p= 0.018).

En México y otros paises del mundo, se ha observado una mayor incidencia de DM-2 en
personas entre 40-60 anos de edad (Barquera y cols, 2013; Herndndez y cols, 2013; Meza y
cols, 2015; Juéarez y cols, 2015), lo cual es consistente con lo observado en este estudio en
el que se obtuvo una media de edad de 60 anos. Los resultados del estudio mostraron que
aproximadamente una tercera parte de los pacientes con DM-2 (38%) no tenia un adecuado
control glucémico, lo cual es frecuente hasta en 50% de los pacientes (Acosta, 2007), esto
posiblemente se debe a la educacion deficiente de los pacientes y a los determinantes
sociales propios de la urbanizacion y globalizacion que han propiciado cambios en la forma
de vida, en particular en la alimentacion y en la actividad fisica, lo que lleva a sedentarismo
y sobreingestion de alimentos y bebidas industrializadas de alta densidad energética
(Montonen y cols, 2005; Moreno y cols, 2014). Se ha descrito que un inadecuado control
de la DM, dietético y nutricional, asi como el abandono de tratamiento y algunos
desoérdenes endocrinoldgicos son causa de la alteracion en la glucemia de estos pacientes.

(Acosta, 2007, International Diabetes Federation, 2015).

Los individuos con DM-2 tiene mayor riesgo de ser colonizado por Candida spp. que los
pacientes sin esta enfermedad (Kumar B y cols, 2005; Mishra y cols 2008; Premkumar y
cols, 2015). Algunos autores han encontrado una mayor proporcion de colonizacion y
diversidad de especies de Candida en la mucosa bucal de pacientes con DM-2, comparados
con individuos sanos (Yarahmadi y cols, 2002; Belazi y cols, 2005; Kumar y cols, 2005;
Khosravi y cols, 2008; Shenoy y cols, 2014). Lo anterior puede atribuirse a la mayor

adherencia de las levaduras a las células epiteliales, facilitada por el aumento de glucosa en
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saliva (Darwazeh y cols, 1991; Sashikumar y Kannan, 2010), Sin embargo en este trabajo
esta diferencia no fue estadisticamente significativa, lo que podria demostrar que no es la
DM-2 la principal causa de colonizacion por especies de Candida en la boca, sino que
también intervienen otros factores como disminucién de flujo y pH salival, el uso de

protesis removibles, asi como higiene bucal deficiente (Belazi y cols, 2005).

Candida albicans es la especie identificada con mayor frecuencia tanto en pacientes con
DM-2 o sin esta enfermedad, en porcentajes que van desde 68.7% (Zomorodian y cols,
2016) a un 82.7% (Martinez y cols, 2013). Lo que es similar a lo observado en este estudio,
en el que se obtuvo 75% de aislamientos de C. albicans. La alta frecuencia de C. albicans
se puede deber a que este microorganismo posee caracteristicas propias que facilitan una
mayor capacidad de formacion de biopelicula, una mayor adherencia y penetracion del
hongo a las células epiteliales y adquiriendo caracteristicas para que pueda eludir la
respuesta inmune del huésped, protegiéndolo ante la fagocitosis de macréfagos y
neutrofilos (Blankenship y Mitchel, 2006; Herwald y Kumamoto, 2014; Johnson y cols,
2016).

En el presente estudio, C. tropicalis fue la segunda especie mas aislada (8.7%) con mayor
frecuencia después de C. albicans; lo que coincide con diferentes estudios en los que se ha
encontrado C. tropicalis como la segunda especie mas identificada (Manfredi y cols, 2006;
Lotfi y cols, 2009; Marcos y cols, 2009; y Rajakumari y Kumari en 2016). Sin embrago,
otros autores han reportado que C. glabrata es la levadura mas comun después de C.
albicans (de la Rosa y cols, 2013; Martinez y cols, 2013; Zomorodian y cols, 2016). Esta
variabilidad de las especies pudiera deberse al lugar en donde se elabor¢ el estudio, a la
presencia de enfermedades sistémicas y edad, especialmente la senectud (Benito y cols,

2016; Patel y cols, 2017).

Los pacientes colonizados por Candida spp. pueden desarrollar candidosis bucal, ya que
cualquier alteracion en el sistema inmunoldgico facilita la infeccion (Soysa y cols, 2006;
Cornistein y cols, 2013; Rajakumari y cols, 2016). En el presente estudio la prevalencia de

candidosis bucal fue mayor en los pacientes con DM-2 (14%) vs. sin DM-2 (3.6%)
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(p=0.029), Los pacientes con DM-2 mostraron una razén de momios de 4.39 de padecer
candidosis bucal comparados con los pacientes sin este problema metabolico. Resultados
similares se han reportado en estudios con otros grupos de pacientes con DM (de la Rosa y
cols, 2006; Martinez y cols, 2013; Pallavan y cols, 2014). Esto puede atribuirse a la
supresion de la actividad quimiotactica, fagocitaria y bactericida de polimorfonucleares
asociada a concentraciones altas de glucosa en sangre (Ueta y cols, 1993; McMahon y cols,
1995), a un promedio mayor de glucosa en saliva, asi como hiposalivacion (Darwazeh y
cols, 1991; Khosravi y cols 2008) con la disminucién de la produccion y la secrecion de
enzimas antimicrobianas (Tanida y cols, 2003) y la disminuciéon de IgA en saliva (al-
Maskari y cols 2011); lo que proporciona un medio ideal para el desarrollo de candidosis
bucal. Asimismo, se ha identificado que la presencia de CB estd relacionada con otros
factores no asociados directamente con DM-2 como son el uso de protesis bucal, higiene
bucal deficiente y uso de corticosteroides topicos (Sanchez y cols, 2005; Soysa y cols,

2006).

En este estudio se confirmdé que la mala higiene bucal es un factor de riesgo para
colonizaciéon e infeccion por Candida spp., esta asociacion puede ser el resultado de la
presencia de una mayor cantidad de levaduras y de otros microorganismos que forman
biopeliculas y su acumulacion es mas elevada en los pacientes con mala higiene bucal, la
biopelicula confiere a este microorganismo una barrera protectora que utiliza el hongo para
evadir la fagocitosis de los neutrofilos facilitando la colonizacién o la infeccion (Tournu H
y Van Dijck, 2012; Johnson y cols, 2016). Asimismo, se detectd en este estudio que el uso
de protesis removible es un factor asociado a la colonizacion (RM=4.42). El uso de protesis
puede disminuir el pH salival e impedir la limpieza mecéanica de las superficies de los
tejidos blandos por la lengua. Ademas, la falta de cuidados higiénicos de la proétesis y la
capacidad de adherencia del hongo a los polimeros que conforman las protesis, como las
resinas acrilicas, convierte a estos aditamentos en reservorios para la acumulacion de

biopelicula, favoreciendo la colonizacidn (Sanita y cols. 2011; de la Rosa y cols, 2013).

En relacion con la susceptibilidad antifiingica, en el presente estudio se observaron

frecuencias de 25% para fluconazol, 6.2% para miconazol y 13.7% para nistatina. La
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resistencia al fluconazol es similar a lo reportado por Premkumar y cols. en pacientes
diabéticos la cual fue de 23% y menor a la reportada en pacientes con cancer por Yamashita
y cols. (82%). Estas diferencias, pudieran ser explicadas por la variabilidad de los distintos
métodos empleados para la evaluacion de la susceptibilidad, las caracteristicas bucales de
los pacientes, los medicamentos empleados para tratar las diferentes enfermedades y el
posible uso previo de antifungicos que conduce a la aparicion de aislamientos resistentes

(Spampinato y cols, 2013; Sanguinetti y cols, 2015; Kotaczkowska y Kotaczkowski, 2016).

Entre los antifingicos evaluados, el miconazol fue el que obtuvo menor susceptibilidad en
especies no albicans, pues el 80% de las cepas evaluadas fueron resistentes a este farmaco,
seguido por nistatina que mostrd resistencia en tres cuartas partes de los aislamientos y una
resistencia del 60% al fluconazol en especies no albicans. En contraste, C. albicans mostrd
ser altamente susceptible a fluconazol y medianamente a miconazol. Lo que coincide con
estudios en donde evaluaron la resistencia en especies diferentes a C. albicans que reportan
disminucién en la susceptibilidad a los antifiingicos evaluados (Manfredi y cols 2006; da
Costa y cols 2009; Mondal y cols, 2013). En este sentido las especies no albicans son
naturalmente maés resistentes a los compuestos azolicos y a otros antiflingicos, por la
expresion de genes como CDR y MDR involucrados en el desarrollo de bombas de flujo y
alteraciones en el sitio diana, con lo que se reduce la acumulacion intracelular del farmaco

(Johnson, 2008; Niimi y cols, 2010; Xu y cols, 2015).

Al comparar la frecuencia de resistencia a nistatina entre pacientes DM-2 y no DM2, se
observd una mayor resistencia en los pacientes con DM-2 (21.9%) en comparacion con los
no diabéticos (8.3%) (p=0.214), lo cual podria deberse a que los pacientes con DM-2 han
recibido atencion médica constantemente y el uso de nistatina es comun en los centros de
atencion a la salud (Hertel y cols, 2016), por lo que existe la posibilidad de que los
pacientes hayan recibido previamente este antimicOtico. Sin embargo la exposicion a
farmacos antifungicos fue una variable que no fue posible considerar en este estudio,
debido a las dificultades que tienen los pacientes en recordar los medicamentos que se les

han prescrito previamente, esto es una limitacion del presente estudio.
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Por otro lado, un factor que puede influir en la resistencia a los antifingicos es la
colonizacion por multi-especies (Lyon y cols, 2008; Niimi y cols, 2010; Sharma y cols,
2013), considerando que en el 8.3% de casos de este trabajo existian multiples especies. La
transferencia de la informacion genética de manera horizontal ocasiona resistencia cruzada
entre especies y debido a su diversidad se generan respuestas como la sobreexpresion del
blanco terapéutico (ergosterol) y mutaciones en el blanco terapéutico, lo que determinan la

resistencia a los farmacos (Sun y cols, 2009).

Dentro de las limitaciones de este trabajo esta su disefio de corte transversal que no permite
establecer la secuencia temporal de los eventos. Otra limitacion del trabajo fue la falta de
informacion sobre los valores de hemoglobina glicosilada, que es un mejor indicador de la
concentracion de glucosa que la evaluacion de la glucosa en sangre capilar. No obstante, la
glucosa en sangre capilar es un indicador utilizado para evaluar el estado del paciente a
nivel tamizaje y este valor fue obtenido en cada uno de los pacientes que participaron en el
estudio lo cual permitié identificar pacientes que desconocian si tenian diabetes. Ademas, el
tamano de la muestra fue pequeno lo que puede limitar el identificar diferencias entre los
grupos que se comparan. Asimismo, la seleccion de pacientes de los LDC limita la validez
externa de los resultados. No obstante, fue posible identificar una asociacion entre la

presencia de DM-2 y candidiasis y las asociacion con una mala higiene bucal.

Conclusiones:
La DM-2 no parece influir en la frecuencia de la resistencia antifingica de especies de
Candida aisladas en cavidad bucal. Es posible que la resistencia est¢ mas influenciada por

las practicas en la prescripcion de los antiftingicos.
La baja resistencia a miconazol y nistatina los hace una adecuada opcion terapéutica en los
casos de candidosis bucal, sin embargo, los altos porcentajes de levaduras SDD hace

hincapié en el correcto empleo de los antifingicos.

Es importante identificar las especie que esté produciendo la infeccién, ya que

las especies de Candida difieren en su susceptibilidad a los agentes antifingicos
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Perspectivas:

Incluir mejoras en la metodologia respecto a la obtencion de los datos como la hemoglobina
glicosilada, tiempo de evolucion de la DM-2 y un analisis detallado del uso de tratamientos
previos.

Obtener una muestra mas representativa

Evaluar la susceptibilidad de Candida spp. a otros antifungicos que pudieran ser una

alternativa confiable en el tratamiento de Candidosis.
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ANEXOS
Anexo 1. Consentimiento informado

Casa abierta al tiempo Fecha: / / Folio:

Identificacion de especies de Candida aisladas de 1a mucosa bucal y su susceptibilidad
antifungica en pacientes con y sin diabetes mellitus tipo 2

Consentimiento de participacion en el estudio:

Con fundamento en la Ley General de Salud. Titulo quinto. Capitulo tinico: Investigacién para la salud. Articulos 100 y 103.
Norma oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012. Que establece los criterios para la ejecucién de proyectos de investigacién para la
salud en seres humanos.

He sido informado(a) que el C.D. Manuel Arturo Romero De La Vega esta llevando a cabo
un proyecto de investigacion en colaboracion con los Laboratorios de Comprobacion y
Disefio “San Lorenzo” y “Tlahuac” de la Universidad Autéonoma Metropolitana-
Xochimilco. Estan realizando un estudio para la identificacion de la Susceptibilidad
antifungica de especies de Candida aisladas de la mucosa bucal de pacientes con y sin
diabetes mellitus tipo 2

Se me ha comentado que Candida spp. es un hongo que normalmente esta presente en la
boca de la mayoria de los individuos sin producir enfermedad, pero que en ocasiones,
debido a la combinacién de varios factores, este microorganismo se vuelve patdgeno y
causa infeccion. De la misma manera se me informo que en pacientes con diabetes mellitus
existen factores que permiten un mayor riesgo de desarrollar candidiasis que los pacientes
sanos y que se ha observado un aumento en la resistencia al tratamiento de Candidiasis.

Se me ha dado a conocer que el estudio se llevard a cabo mediante procedimientos no
doloroso ni invasivos, que no afectardn a mi estado de salud y no me produciran ninguna
molestia ni complicacion. Y consistirdn en un raspado de la lengua o algun otro sitio de la
mucosa bucal con un hisopo estéril, el cual se transportard en un tubo que contiene un
liquido conservador para que posteriormente, pueda ser trasladado al laboratorio.

Es de mi conocimiento que, en caso de que se encuentre una lesion sugestiva de candidosis
bucal, se realizard la toma de una citologia exfoliativa de la zona afectada para confirmar el
diagnostico, en caso de resultar positiva se me brindara el tratamiento que corresponda.

Se me ha explicado que la informacion obtenida en el estudio es confidencial y que en caso
de ser necesario, los resultados le seran dados a mi médico tratante. También comprendo
que mi participacion en el mismo no es obligatoria y que no tiene ningun costo o algtn tipo
de remuneracion.

Cualquier pregunta o duda que tenga puede realizarla con total libertad y en el momento
que lo desee.
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He leido la informacion proporcionada o se me ha leido y decido libremente formar
parte de este estudio y sé que puedo negarme a participar o suspender mi
participacion en cualquier momento si es que lo decido. En caso de que lo haga, la
atencion que recibo como paciente de esta institucion, no se vera afectada.

Nombre y firma del paciente:

Nombre y firma del testigo:

Nombre y firma del investigador:
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Anexo 2. Ficha de recoleccion de datos

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Identificacion de especies de Candida aisladas de 1a mucosa bucal y su susceptibilidad
antifungica en pacientes con y sin diabetes mellitus tipo 2

DATOS DE IDENTIFICACION

Nombre: No. Expediente: Fecha: / /  Folio:

Sexo: ()  Edad: afios  Fechade nacimiento: / /  Peso: Talla:

DATOS DEMOGRAFICOS

Escolaridad: () Afios de estudio: Ocupacion: () Estado Civil: () Lugar de nacimiento:

Lugar de residencia:

DIABETES

El paciente es diabético ()

Fecha de diagnoésticoDM:  /  / Tiempo de evoluciéon DM: afios meses
Ultimo reporte de glucemia: Fecha  /  / Valor ~ mg/dl

Hemoglobina glicosilada: Fecha  /  / Valor %

Glucosacapilar: ~~ Hora:  Enayuno: ( ) Ultima hora de alimento:
TRATAMIENTO

Inicio de tratamiento: Tipo de medicamento: ()

1-Sulfonilureas (Glibenclamida):  Dosis/dia Tiempo de inicio

2-Biguanidas (Metformina):  Dosis/dia Tiempo de inicio

3-Combinacion (Metformina/Glibenclamida):  Dosis/dia Tiempo de inicio
4-Insulina:  Dosis/dia Tiempo de inicio

Antihipertensivos: () Cual Dosis/dia

Antibidticos: () Cual Dosis/dia

Otros medicamentos: ()  Cual Dosis/dia Sin tratamiento ( )

EXAMEN BUCAL

(El paciente es portador de protesis? () Tiempo de uso: afios meses

(Duerme con ella? ()
Higiene bucal: ( )
THOS:
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0.D CPDB SARRO

16 IHOS
11
0-No hay depositos ni pigmentaciones
26 1-Existen depdsitos en no mas de 1/3, o hay pigmentaciones
36 2-Existen depositos que cubren mas de 1/3, pero menos de 2/3
3-Los depositos cubren mas de 2/3 de la superficie dentaria
31
NIVELES DE IHOS
46 0-1 Optimo  1.1-2 Regular 2.1-3 Malo + de 3 Muy malo

Candidosis ()

Tipo de Candidosis: () ( ) ( )

(1) C.eritematosa (2) C. pseudomembranosa (3 ) C. asociada a protesis  ( 4) otra:
Localizacion: () ( ) ( )

(1) Dorso de lengua (2) Paladar duro (3 ) Mucosa yugal (4) Otra:

Toma de citologia exfoliativa: Localizacion () No. Frotis Resultado ()
Toma de citologia exfoliativa: Localizacion () No. Frotis Resultado ()

Sintomas: ( ) Cual:

Signos clinicos compatibles: sin signos ( ) quemazén( ) escozor( ) otro( )

DATOS DE LABORATORIO/MICROBIOLOGIA

Siembra Agar Dextrosa Sabouraud:

Aspecto de colonia:

CHROmagar Candida: ( ) Especie de Candida:

API:

Agar Mueller Hinton:

Halo de inhibicion: Nistatina mm Miconazol mm Fluconazol mm Itraconazol mm
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Anexo 3. Criterios de mediciones de consumo de tabaco y alcohol

Consumo de tabaco:

Se interrogaron a los fumadores y ex fumadores sobre la edad de inicio y de término del
hébito tabaquico, y la cantidad de cigarros consumidos por dia. La cantidad acumulativa de
tabaco se calculd en paquetes-afio (no. cigarros por dia x 365.25 / 20 x afios de consumo).
La variable consumo acumulativo de tabaco fue categorizada en tres categorias: 0, <25,y

>25 paquetes-afio (Encuesta Nacional para las Adicciones 2011).

1. Fumador activo: persona que declar6 haber fumado durante el ultimo afio.
2. Ex fumador: persona que contestd haber fumado alguna vez en la vida y haber dejado de
fumar hace mas de un afo.

3. Nunca ha fumado: persona que respondié no haber fumado en la vida.

Consumo de alcohol:

Se calcul6 la cantidad acumulativa de UB en UB-afio (Unidad de bebida semanal x 52 x
afios de consumo). (Encuesta Nacional para las Adicciones 2003, 2011).

Se calcula en unidades de bebida (UB) de acuerdo al tipo de bebida consumida y tomando

en cuenta el contenido de etanol de cada una de ellas:

Vino 125ml  Ron 30 ml Licor 30 ml Brandy 30 ml  Cerveza y pulque 330 ml
Whisky 30 ml  Mezcal 30 ml  Vodka 30 ml Tequila 30 ml

Se definieron como:

1. Bebedor activo: Persona que declard haber ingerido al menos 1 UB por semana el afio
previo a su inclusion en el estudio.

2. Ex bebedor: Persona que contesto haber ingerido bebidas alcohdlicas alguna vez en su
vida y haber dejado de consumir bebidas alcohdlicas hace mas de un afo.

3. No bebedor: Menos de 1 UB por semana.
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Anexo 4. Indice de higiene oral simplificado

Es una modificacion que se realizé en 1964 al indice de higiene oral (IHO) (Greene y
Vermillion 1960). Este indice mide la presencia de placa dentobacteriana y calculo sobre la
superficie de 6 dientes, los dientes y superficies examinadas son el 11, 16, 26 por la cara

vestibular y el 31, 36 y 46 por la cara lingual.

Cada superficie dental es dividida horizontalmente en tercios gingival, medio e incisal y la
exploracion se realiza con ayuda de un espejo bucal y una sonda de la OMS la cual se
coloca en el tercio incisal del 6rgano dentario y se desplaza hacia el tercio gingival y se le

asigna un valor de 0-3 de acuerdo a los siguientes criterios:

Codigos y criterios para placa dentobacteriana

Codigo Criterios
0 No hay placas ni manchas
1 Residuos blandos que cubren menos de un tercio de la superficie del diente
2 Residuos blandos que cubren mds de un tercio pero menos de dos tercios de
la superficie del diente
3 Residuos blandos que cubren mas de dos tercios de la superficie del diente

Codigos y criterio para calculo dental

Codigo Criterios

0 No hay presencia de calculo supragingival ni subgingival

1 Calculo supragingival que cubre menos de un tercio de la superficie del
diente y no hay célculo subgingival

2 Célculo supragingival que cubre menos de un tercio pero menos de dos
tercios de la superficie del diente y/o depositos unicos o aislados de célculo
subgingival

3 Célculo supragingival que cubre mas de dos tercios de la superficie dental
expuesta y/o una banda gruesa continua de calculo subgingival alrededor de
la parte cervical del diente, 0 ambos

La calificacion de placa se obtiene por persona totalizando la puntuacion de los desechos

por superficie dental y dividiendo el resultado entre la cantidad de superficies examinadas.
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Se realiza el mismo procedimiento con el célculo dental y se suman las dos calificaciones

para obtener un promedio de acuerdo a la siguiente escala:

Valor Criterio
0-1 Optimo
1.1-2 Regular
2.1-3 Malo
3.1 o mas Muy malo
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Anexo 5. Susceptibilidad de Candida spp. a fluconazol y miconazol en diferentes

estudios
Autor/es Afo Pais Poblacion de estudio Resistencia

Antifungico (%)

Lyonn y cols™ 2008  Brasil Pacientes sin DM-2  Fluconazol  (10.0)

Serrano y cols' > 2013  Espana Pacientes sin DM-2  Fluconazol ( 2.0)

Benito y cols®! 2016  México Pacientes sin DM-2  Fluconazol (18.0)

Manfredi y cols®™ 2006 Italia Pacientes con DM Fluconazol ( 4.0)
Miconazol ( 0)

Bremenkamp y 2011  Brasil Pacientes con DM Fluconazol  ( 0.0)

cols®

Premkumar y 2015 India Pacientes con DM Fluconazol  (23.0)

cols''®

Sanchez y cols'*® 2005  México Pacientes infectados ~ Miconazol  ( 2.7)

con VIH Fluconazol ( 3.2)

Bulacio y cols** 2012 Argentina  Pacientes con cancer Miconazol  ( 0.0)
Fluconazol ( 3.0)

Yamashitay cols””’ 2013 Japon Pacientes con cancer  Fluconazol  (82.0)
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Anexo 6. Criterio de tamaiio del halo de inhibicion de acuerdo al CLSI, 2012*

Antifungico Resistente RDD Sensible
Nistatina <10 mm 11-14 mm >15 mm
Miconazol <13 mm 14-22 mm >23 mm
Fluconazol <14 mm 15-18 mm >19 mm

*M44-A3 descrito por el Clinical and Laboratory Standard Institute
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Anexo 7. Definicion operacional de variables

Variable

Tipo

Categorias/unidades

Descripcion

Susceptibilidad de
especies de Candida
a antifingicos

Colonizacion

Candidosis bucal

Especie de Candida

DM-2

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal
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R=Resistente
RDD=Resistente
dosis dependiente
S=Sensible

0=No colonizado

1=Colonizado

0=No infectado
1=Infectado

0=C. albicans
1=No C. albicans

0=No Diabético
1=Diabético

Crecimiento del
hongo inhibido por
una concentracion

del agente
antifngico. (Rodero

L y cols, 2006).

Sin signos clinicos
de candidosis bucal,
cultivo en Agar
Dextrosa Sabouraud
positivo. (Giimrt,
2011; Gow y Hube,
2013)

Signos clinicos de
candidosis bucal,
confirmado con
frotis citologico
tefiido con PAS y
cultivo de Agar
Dextrosa Sabouraud
positivo (Gow y
Hube cols 2013)

Identificar la especie
de acuerdo a los
resultados obtenidos
en el cultivo de
CHROMagar® y
confirmacion con
prueba bioquimica
(API 20C AUX)).

Enfermedad
sistémica, cronica
degenerativa, que se
caracteriza por
hiperglucemia
cronica, debido a la
deficiencia en la
produccion o accion



Anexo 7. Definicion operacional de variables (continuacion)

Variable Tipo Categorias/unidades Descripcion
de la insulina (Nolan
y cols, 2011; ADA,
2016; FID, 2015;
OMS, 2016).
Glucosa capilar Continua Mg/dl Medicion de glucosa
casual en sangre a
cualquier hora del
dia sin relacién con
el tiempo
transcurrido desde la
ultima comida
Sexo Nominal 0=Femenino Segun lo expresado
1=Masculino en el expediente
clinico
Edad Continua Anos Tiempo de vida del
individuo
Uso de protesis Nominal 0=No Uso de protesis
removible 1=Si removible total o
parcial.
Indice de higiene Nominal 0=6ptimo Mide la presencia de
oral simplificado 1=Regular placa
[HOS * 2=Malo dentobacteriana y
3=Muy malo calculo sobre la
superficie de los
dientes.
Exposicion a tabaco Nominal 0=No fumador Consumo actual o
b I=Fumador pasado de tabaco.
2=Ex fumador
Nominal 0= No bebedor Consumo actual o

Exposicion a alcohol
b

1=Bebedor
3=Ex bebedor

pasado de bebidas
alcohdlicas.

. . b . .
% criterios en anexo 4, ° criterios en anexo 3.
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