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RESUMEN

Introduccién: La candidosis bucal (CB) es la infeccién flingica mds comun en los
pacientes con VIH/SIDA vy su tratamiento puede ser complicado debido a la alta frecuencia
de resistencia a los antifingicos.

Objetivo: Determinar el perfil de virulencia especie-especifico de las especies de Candida
aisladas de la mucosa bucal de un grupo de pacientes con VIH/SIDA y su posible
asociacion con las caracteristicas clinicas, de laboratorio y la resistencia a fluconazol.

Material y Métodos: Estudio transversal, observacional y analitico (enero-mayo 2014).
Previo consentimiento informado se incluyeron pacientes adultos (>18 afios) con
diagnéstico de VIH/SIDA. Se obtuvieron muestras mediante hisopado y enjuague bucal.
Las muestras se sembraron en agar dextrosa Sabouraud (ADS). Se contabiliz6 el nimero de
colonias y se resembraron en placas de CHROMAgar® Candida para tipificar la especie.
Para evaluar el dimorfismo se realiz6 un cultivo en agar harina de maiz y se observé el
crecimiento bajo microscopio 6ptico invertido. La capacidad de formacion de biopelicula se
valor6 mediante la cinética del crecimiento del microorganismo a través de cambios
colorimétrico medidos a 490 nm. Para determinar la sensibilidad a fluconazol se utilizé el
método de difusién en disco (25 pg de fluconazol) de acuerdo al método M44-A2 (CLSI).
El paquete JMP V.9 se utiliz6 para el andlisis estadistico.

Resultados: Se incluyeron 120 pacientes con VIH/SIDA, 47 (39%) provenientes del
INCMNSZ y 73 (61%) de la CEC; 109 (90%) correspondieron al sexo masculino, con una
mediana de edad de 40 (Q;-Qs: 34-47) afios y 59 (52%), se encontraban en la categoria de
SIDA. La mediana de tiempo de diagndstico de VIH fue de 1,749 (Q;-Q3: 355-3614) dias;
una gran proporcion de los pacientes (95/81%) usaban TARAA, con una mediana de uso de
1,057 (Q1-Qs: 362-1982) dias. La mayor parte de los individuos (76%) presentaron conteos
de linfocitos CD4+ mayores de 200 cel/mm’, y carga viral indetectable (80; 72%). Se
encontr6 una baja prevalencia de candidosis bucal (10.8%) y alta de colonizacion
(39.2%).La especie mas frecuente fue C. albicans (82%), seguida de C. glabrata. Se
presentd una frecuencia de resistencia a fluconazol en el 39.5% de los pacientes,
observando una mayor proporciéon en los colonizados (41.2%) en comparacién con los
infectados (33.3%).

Discusién: La baja prevalencia de candidosis bucal se atribuye a la alta proporcién de
pacientes con TARAA. Se sugiere que las especies C. no albicans se presentaron
unicamente en colonizacién debido a su limitada o nula capacidad de dimorfismo, la cual es
necesaria para penetrar e invadir los tejidos. La frecuencia de resistencia a fluconazol
encontrada es comparable a estudios previos que han informado hasta 32% en poblacion
similar. La mayor frecuencia de resistencia a fluconazol encontrada en colonizacién (41%)
podria atribuirse a que todas las especies de Candida no albicans se presentaron en
colonizacion.

Conclusion: A pesar de la disminucién en la frecuencia de lesiones bucales asociadas al
VIH en la era post-TARAA, la candidosis bucal contintia siendo la infeccién mds frecuente
en los pacientes con VIH/SIDA. La alta frecuencia de resistencia a fluconazol observada
hace necesario considerar otras opciones terapéuticas para el tratamiento de CB.
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1. Marco tedrico

1.1. VIH/SIDA

1.1.1. Epidemiologia VIH/SIDA

A pesar del impacto que ha tenido la terapia antirretroviral altamente activa (TARAA) en la morbi-
mortalidad de la infeccién por VIH/SIDA, en 2014, el Programa Conjunto de las Naciones Unidas
sobre el VIH/SIDA (UNAIDS) publicé en su reporte global que a nivel mundial existian 37.2 millones

de personas con VIH en 2013 (Global Statistics UNAIDS 2014).

En México, hasta el 30 de septiembre de 2013 se han notificado 166,370 casos de SIDA (1983 a 2013),
el 82.1% en hombres, siendo los estados con mayor nimero de casos registrados la Ciudad de México
(25,410), el Estado de México (17,554), Veracruz (15,069) y Jalisco (12,352). La prevalencia de
infeccién por VIH en nuestro pais estd estimada en 0.24%, con un total de 4,737 defunciones hasta el

2012 (CENSIDA 2013).

1.1.2. Etiopatogenia de la Infeccion por VIH/SIDA.

El VIH es un retrovirus que pertenece a la familia de los Lentivirus (Levy 2009); del que actualmente
se conocen dos tipos de virus, el VIH-1 y el VIH-2, distinguibles entre si por variaciones en los genes
de la envoltura viral. Se han identificado diferentes subtipos del VIH-1, aunque sélo nueve han sido
reconocidos (A-D, F-H y J-K) (Pandit y cols. 2013, Levy 2009), el E, I y G se reconocen como virus
recombinantes. Los principales subtipos son el M, N y O, siendo el M el responsable de la mayoria de
las infecciones. Hasta la fecha, muy pocas infecciones se han relacionado con el tipo VIH-2 (Levy

2009) debido probablemente a su baja transmisibilidad (Takeuchi y cols 2013); este virus fue



descubierto dos afos después que el VIH-1 y consiste en ocho grupos diferentes de los cuales el A y B

son los més comunes (Takeuchi y cols 2013, Levy 2009).

El genoma del VIH estd compuesto por tres genes mayores o principales conocidos como gag, pol y
env. Los productos del gen pol son segmentados para generar tres enzimas: la proteasa, la transcriptasa
inversa (transcriptasa/RN-asa) y la integrasa. Estas enzimas participan en el ciclo vital del virus, la
transcriptasa inversa se encarga de convertir el ARN viral en ADN proviral, la integrasa integra el
ADN viral en el ADN de la célula diana y la proteasa corta largas cadenas de proteinas para ensamblar

a los viriones (Williams y cols. 2012; Aquaro y cols. 2006; Reeves y cols. 2004).

El tropismo que tiene el VIH es primariamente dado por co-receptores de linfocitos CD4+ a través del
receptor CXCR4, también por receptores de interleucinas en macréfagos el CCRS y los virus afines a
éste son conocidos como RS5; VIH-1 y VIH-2 pueden unirse a otros receptores como CCR3 y CC2b
pero no estdn involucrados en la infeccion. Asi mismo, la entrada del VIH a las células CD4+ y a
macrofagos es facilitada por la neutralizacion del virus (mediante fragmentos del complemento o
anticuerpos) a través de receptores del complemento y Fc. (Cashin y cols 2013, Swanstrom y Coffin
2012, Levy 2009, Repentigny 2004) Algunas proteinas de union como algunas lectinas, antigenos de
leucocitos asociados a funcién (ALF), moléculas de adhesion como ICAM y VCAM e integrina a4b7,

también han sido asociadas con la infeccién por VIH (Levy 2009).

El primer paso para la infeccion es la union del VIH a la célula a través de receptores y moléculas de
adhesion para la fusion posterior entre la gp41 (proteina transmembrana de la cépside) del virus y un
receptor de fusion de la célula generalmente un glucopéptido; dicha interaccion permite la entrada de la
céapside a la célula. La transcripcion inversa y la consecuente integracion se inician, con lo que las

células infectadas se convierten en depdsitos persistentes para el virus y fuentes de transmision.



Durante la infeccién temprana, la induccién de quimiocinas provoca la atracciéon de mas células diana

hacia el sitio de infeccién (Miedema y cols. 2013, Levy 2009).

Los virus RS se encuentran principalmente en la infeccién aguda debido a que éstos se replican mas
réapido, producen cantidades elevadas de progenie del virus, tienen mas susceptibilidad por células
blanco CCRS y CD4+, pueden infectar células no activadas asi como macréfagos y células dendriticas,
ya que los virus RS son menos reconocidos por el sistema inmune. Se ha sugerido que después de la
infeccion por virus RS estos sufren un tropismo-dual a virus R5/X4 y posteriormente a virus X4

(Cashin y cols. 2013, Swanstrom y Coffin 2012, Levy 2009, Repentigny 2004).

Después de seis meses, la mayoria de los pacientes entran en un periodo asintomatico donde los niveles
de copias del virus son menores de 20,000 copias/ml. Este periodo refleja la participacion de la
respuesta inmune innata y adaptativa donde se ven involucradas lectinas fijadoras de manosa (MBL), el
complemento, anticuerpos anti-VIH, asi como células NK y células T. La subsecuente infeccion parece
llevarse a cabo en los ganglios linfaticos donde la progresion de la misma puede llevar a la destruccion

de tejido linfoide (Abbas y cols. 2013, Levy 2009).

Durante el curso de la enfermedad la inmunidad se ve afectada por diversos factores uno de ellos es la
pérdida de células CD4+ que puede predisponer a los individuos con VIH a infecciones oportunistas o
a algunos tipos de cancer (Levy 2009); la disminucion de estas células también puede verse afectado
por el aumento de sintesis de citocinas principalmente TNF-a, que se asocia con aumento de la
replicaciéon de VIH y a muerte de células CD4. De igual manera, la muerte de CD4+ se ve aumentada
por la alteracién en la integridad de la membrana y por modificaciones en el metabolismo de estas

células por el VIH causando necrosis (Abbas y cols. 2013, Levy 2009, Repentigny 2004).



Ademads de la disminucién de CD4+, otro factor que influye en la patogénesis de la enfermedad es la
activacion cronica del sistema inmune. Una respuesta hiperinmune con constante produccién de
citocinas pro-inflamatorias puede mejorar la produccién del VIH y aumentar la pérdida y apoptosis de
CD4+ y CD8+, siendo las principales citocinas que participan en este proceso el TNF-a y la IL-17, la
cual estd asociada con algunos subtipos de CD4+, especificamente con Th-17 ya que estas células
ayudan a combatir infecciones bacterianas y micéticas y su ndmero se ha encontrado disminuido en el

tracto gastrointestinal de algunos pacientes infectados con VIH (Abbas y cols. 2013, Levy 2009).

Otros factores que alteran el proceso patogénico de la infeccién por VIH es la infeccién concomitante
por otros virus, ciertos polimorfismos en el locus HLA, factores genéticos como expresion receptores
de quimiocinas CCRS, homocigosidad para la variante de alelos MBL2 y mds recientemente se ha
relacionado a la alipoproteina E4 con aceleramiento de la infeccion por VIH (Swanstrom y Coffin

2012, Levy 2009, Repentigny 2004).

La respuesta inmune del huésped ante la infeccion por el VIH involucra tanto la participacion del
sistema innato, como del adaptativo humoral y celular. En la respuesta innata participan principalmente
proteinas fijadoras de manosa (MBL’s), el complemento, células dendriticas, macrofagos, CD4+,

CD8+ y NK (Abbas y cols. 2013, Levy 2009).

En la respuesta adaptativa participan principalmente anticuerpos, algunos de los cuales actian
neutralizando a las proteinas gp120 y gpl41 y en algunas ocasiones pueden participar anticuerpos que
neutralizan receptores de superficie celular del huésped como FLA, ICAM y HLA (Swanstrom y

Coffin 2012, Levy 2009, Repentigny 2004).



1.1.3. Tratamiento del VIH/SIDA

El inicio del tratamiento antirretroviral estd recomendado para los pacientes con niveles menores de
350 células CD4+ independientemente de la presencia o no de sintomas o manifestaciones asociadas al
VIH/SIDA. Los criterios para el inicio de la terapia antirretroviral se detallan en el Anexo 1 (Guia del

manejo antirretroviral en personas con VIH SSA/CENSIDA 2014).

Existen seis grandes grupos de antirretrovirales (Williams y cols. 2012; Aquaro y cols. 2006; Reeves y
cols. 2004) aprobados por la Food and Drugs Administration (FDA) de Estados Unidos de América

para el tratamiento de la infeccién por VIH:

1. Inhibidores de la transcriptasa inversa/andlogos de los nucledsidos o nucleétidos (INTR).

Presentan similitud estructural con los 2-desoxinucledsidos naturales y compiten tanto con bases
puricas como pirimidinicas. Son pro-firmacos que requieren activacion intracelular que se fosforilan
en el interior de la célula mediante enzimas convirtiéndose en nucledtidos. Al integrar un anédlogo de
los nucledtidos trifosforilado se bloquea la elongaciéon del DNA complementario, por tanto actian

como terminadores de la cadena (Williams y cols. 2012; Aquaro y cols. 2006; Reeves y cols. 2004).

2. Inhibidores de la transcriptasa inversa/ andlogos no nucledsidos. (INNTR)

Los inhibidores no nucledsidos de la transcriptasa inversa inhiben el sitio activo de esta enzima.
Bloquean la actividad de ADN polimerasa causando un cambio conformacional y alterando el sitio

activo de la enzima (Williams y cols. 2012; Aquaro y cols. 2006; Reeves y cols. 2004).

3. Inhibidores de la proteasa (IP)

En su proceso de replicacion el VIH produce cadenas largas de proteinas que necesitan fragmentarse
en trozos mas pequefios que forman las proteinas y enzimas que ayudan a construir las nuevas

5



copias del virus. La fragmentacion de las cadenas mads largas estd producida por la proteasa y los

medicamentos inhibidores impiden que la fragmentacion tenga lugar (Williams y cols. 2012; Aquaro

y cols. 2006; Reeves y cols. 2004).

4. Inhibidores de entrada (de adhesion y de fusion (IF)

Interfieren en la entrada del virién a la célula humana, bloqueando las proteinas en los linfocitos

CD4 que el VIH necesita para penetrarlos.

Actuan a nivel de los diferentes receptores: CD4, localizado en la superficie de las células T CD4+;
gp120, que se encuentra en la superficie del VIH. CCRS, un correceptor que se encuentran en la
superficie de las células CD4+; CXCR4 que es otro co-receptor de quimiocinas que se encuentra en
las células CD4+ y finalmente gp41, una proteina del VIH que penetra en la membrana de la célula

(Williams y cols. 2012; Aquaro y cols. 2006; Reeves y cols. 2004).

5. Inhibidores de integrasa: Estos farmacos actdan inhibiendo la enzima integrasa, que es la

responsable de la integracion del material genético del virus en el DNA de la célula infectada.

Los medicamentos para el tratamiento del VIH autorizados por la FDA se presentan en el Anexo 2.

1.1.4. Manifestaciones bucales del VIH/SIDA

Desde los inicios del VIH/SIDA se ha considerado a las manifestaciones bucales como una parte
importante por su valor diagndstico y prondstico de la enfermedad (Shiboski y cols. 2009, Aguirre y
cols. 2004). La terapia antirretroviral altera la prevalencia de las lesiones relacionadas a la enfermedad
(Patton y cols. 2013, Coogan y cols. 2005) ya que interfiere con la replicacién del virus, permitiendo el

aumento de células del sistema inmune, principalmente linfocitos CD4+.



El Grupo de Ensayos Clinicos del SIDA (ACTG) creé en 2006 a la Alianza para la investigacioén del
VIH/SIDA en la mucosa bucal denominada OHARA (por sus siglas en inglés) con el objetivo de
investigar las manifestaciones bucales asociadas a estas entidades (Shiboski y cols. 2011, Shiboski y
cols. 2009). Son més de 40 manifestaciones bucales las que se han asociado en mayor o menor medida
con la infeccién por VIH/SIDA, que han sido clasificadas de acuerdo a su etiologia en micdticas,
virales, bacterianas, neopldsicas y otras (Cuadro 1) (Shiboski y cols. 2009). De todas ellas, la
candidosis bucal y orofaringea (Patton y cols. 2013, Coogan y cols. 2005) contindia siendo la mds

frecuente (Patton y cols. 2013, Aguirre y cols. 2004).

Existen diversos factores que se han asociado con la prevalencia de manifestaciones bucales en los
pacientes con VIH/SIDA, entre los que se encuentran el recuento de linfocitos CD4+ menor de 200
cél/mm’ (Nishimura y cols. 2013, Maurya y cols. 2013, Prakash y cols 2012, Miziara y cols. 2008), y
los conteos de carga viral mayores a 10,000 copias/ml (Nishimura y cols. 2013, Back-Brito y cols.
2009, Patton y cols. 2013, Tami-Maury y cols. 2011, Gaurav y cols. 2011, da Silva y cols. en 2008;

Carpio y cols. 2009).

Cuadro 1. Clasificacién de manifestacion bucales, grupo OHARA (Shiboski y cols. 2009)

Principales manifestaciones bucales por VIH/SIDA

Infecciones micoticas Neoplasias
Candidosis pseudomembranosa Sarcoma de Kaposi
Candidosis eritematosa Linfoma no Hodgkin
Queilitis angular Carcinoma escamocelular
Infecciones bacterianas Idiopdticas
Gingivitis necrotizante Estomatitis aftosa recurrente
Periodontitis necrotizante Estomatitis ulcerativa necrotizante

Infecciones virales

Leucoplasia vellosa
Lesiones por VPH
Herpes labial e intrabucal recurrente




1.2. Candidosis bucal

La especie Candida es un microorganismo comun de la cavidad bucal, componente de la microbiota
bucal normal, microorganismos mantienen un equilibrio dindmico, previendo el establecimiento de
infecciones oportunistas (Repentigny 2004, Aguirre 2002). Su crecimiento se encuentra asociado a
factores locales o sistémicos como el flujo y la composicion de la saliva, el pH, la integridad del

epitelio y la respuesta inmunolégica (Repentigny 2004, Aguirre 2002).

Se considera que Candida sp. se encuentra colonizando la cavidad bucal, cuando su crecimiento esta
controlado tanto por las células del sistema inmunolégico como por otros microorganismos evitando el
dafio a los tejidos. (Giimrii BT 2011, Gow y cols. 2013) Cuando existe una alteracion en la microbiota
bucal o en el sistema inmunoldgico permitiendo que el hongo penetre e invada los tejidos, es cuando se
establece la infeccion por el microorganismo (candidosis bucal). (Niimi y cols. 2010, Gow y cols.

2013).

1.2.1. Especies de Candida en pacientes con VIH/SIDA

El aislamiento (separacién de un determinado microorganismo del resto que lo acompaiia) de Candida
sp. ha sido utilizado como método diagndstico y para establecer su prevalencia y resistencia
antifingica, asi como para la identificacion del tipo de especie y analizar sus factores de virulencia. Si
bien se han identificado entre 150 y 200 especies diferentes de Candida, 1a méds importante, por su alta
frecuencia como comensal o patégeno, es Candida albicans, que ademds puede ser la especie mas
virulenta para el hombre. Otras especies Candida cominmente aisladas de infecciones bucales son: C.

krusei, C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. guillermondi (Parihar y cols. 2011).

Asimismo, en los pacientes con VIH/SIDA la especie aislada con mayor frecuencia es C. albicans,

reportada con cifras que van de 47.1% (Prakash y cols. 2012) a 78.5% (Mulu y cols. 2013); sin



embargo, se han encontrado otras especies en diferentes proporciones, como C. glabrata (1.8-17%),
(Owotade y cols. 2013, Cassone y cols. 2012, Silva y cols.2010), C. krusei (0.6-4.7%), (Owotade y
cols. 2013, Cassone y cols. 2012, Silva y co0ls.2010) y C. tropicalis (5-22.8%) (Owotade y cols. 2013,
Cassone y cols. 2012, Silva y co0ls.2010). En otros estudios, C. dubliniensis representa la especie
Candida no albicans, mas frecuentemente encontrada en aislamientos de pacientes con VIH/SIDA con

cifras de 1.5% (Kwamin y cols. 2013) a 12% (Patel y cols. 2012).

1.2.2. Factores de virulencia de especies de Candida en pacientes VIH/SIDA

C. albicans es un hongo diploide que presenta una fase sexual y diferentes formas de crecimiento;
unicelular cuando es levadura y multicelular cuando estd en forma de hifa. Las estructuras filamentosas
denominadas hifas o pseudohifas se forman mediante un proceso de transicion dimorfico, a través de la
formacion de tubos germinales cortos a partir de células de levaduras (Cassone y cols. 2012). Estos
tubos germinales sufren alargamiento y ramificacion y forman verdaderos micelios o pseudomicelios
que forman redes y junto con neutréfilos, macréfagos, matriz tisular y restos celulares, forman

biopeliculas (Cassone y cols. 2012, Hasan 2009).

Las especies de Candida presentan diversos factores de virulencia, como las adhesinas, el dimorfismo,
el switching fenotipico y la produccion de algunas enzimas hidroliticas como la aspartil proteasa
(Cassone y cols. 2012, Jacobsen y cols. 2012, McCullough y cols. 2011, Mane y cols. 2012,

Repentigny 2004).

Cuando C. albicans se encuentra en forma de levadura, es mds 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 (transglutaminasas, fibronectina, laminina,



fibrindgeno y coldgenos). Estas estructuras filamentosas son mds 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 del contacto con el epitelio hasta

encontrar un medio adecuado (solucién de continuidad) y penetrar el tejido (Cassone y cols. 2012).

La capacidad de penetrar e invadir los tejidos por C. albicans no sélo depende de su capacidad de
transformacion a hifa o pseudohifa, sino también a la secrecion de diversas enzimas que ayudan a la
degradacion de los tejidos como fosfolipasas y proteasas, (Mane y cols. 2012, Cassone y cols. 2012)
principalmente la aspartil proteasa, enzima proteolitica capaz de degradar proteinas de matriz de
superficie celular como queratina, fibronectina e incluso e-cadherina, que sirve de unién entre las
células epiteliales; ademds puede hidrolizar anticuerpos y elementos del complemento. Esta enzima

provoca dafio a los tejidos y facilita la invasion por hifas de C. albicans (Cassone y cols. 2012).

Uno de los principales mecanismos de virulencia de C. albicans es su capacidad de formar biopeliculas
a través de secrecion diversas adhesinas y la formacion de filamentos, que le confieren mayor
capacidad de adhesion a los tejidos facilitando su colonizacion e infeccion. C. albicans puede cambiar
las caracteristicas fenotipicas de sus colonias, fendmeno 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. Tanto la formaciéon de
biopeliculas (Cassone y cols. 2012, Hasan y cols. 2009) como el switching (Cassone y cols. 2012) se
han relacionado con la resistencia a medicamentos antimicoticos principalmente a fluconazol (Cassone

y cols. 2012, Hasan y cols. 2009).
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Como se describi6é anteriormente, los diversos factores de virulencia con los que cuenta C. albicans,
permiten considerarla la especie mds virulenta. No todas las especies poseen los mismos mecanismos,
se ha reportado a C. dubliniensis como una de las especies mds frecuentemente encontradas en
aislamientos de individuos inmunocomprometidos incluyendo pacientes con VIH/SIDA (Owotade y
cols. 2013, Cassone y cols. 2012, Silva y cols. 2010) y a pesar de que C. dubliniensis comparte algunas
caracteristicas fenotipicas de C. albicans como la produccién de blastoesporas y tubos germinales
(Silva y cols.2010) su transformaciéon a hifa es limitada (Khan y cols. 2012). Sin embargo, este
incremento podria atribuirse a tratamientos previos con fluconazol (Patel y cols. 2012, Khan y cols.
2012, Nogueira y cols. 2011, Martinez y cols. 2002, Zepelin y cols. 2002) ya que algunos estudios han
reportado que puede mejorar la adhesion de C. dubliniensis al epitelio oral (Khan y cols. 2012,
Nogueira y cols. 2011 Martinez y cols. 2002, Zepelin y cols. 2002) ya que en presencia de este
antifungico hay una sobreexpresion de moléculas en su superficie que facilitan la adhesiéon y la
sustitucion de C. albicans por esta especie y de otras especies Candida no albicans (Martinez y cols.

2002, Zepelin y cols. 2002).

Especies como C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei presentes frecuentemente en pacientes con
VIH/SIDA, poseen algunos de los factores antes mencionados. En un estudio reciente se observé que
tienen capacidad de adhesion a células epiteliales reportado para C. tropicalis en 100%, C. glabrata
75% y C. krusei 83%; produccién de enzimas como proteasas y fosfolipasas 44% y 33% para C.
tropicalis y 12.5% para ambas enzimas en C. glabrata y 50% en produccién de proteasas para C. krusei

ya que no se observo sintesis de fosfolipasas en esta especie (Mane y cols. 2012).

En otro estudio realizado por Hasan y cols. (2009) se observo la capacidad de formacion de biopelicula
de acuerdo al tipo de especie y reporté que C. albicans y C. krusei tienen mayor capacidad de

formacion de biopelicula que otras especies y lo relacionaron con un crecimiento lento y no a la
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capacidad de adhesion ademads de ser un factor importante en el mantenimiento de la infeccién (Hasan

y cols. 2009).

Mukherjee y cols. (2005) encontraron que la capacidad de formacién de biopelicula también es
dependiente de la especie, y que incluso algunas de ellas necesitan de otras generalmente de C.
albicans para formar biopeliculas ya que por si solas son incapaces como es el caso de C. glabrata.
Ademds se observé que la formacién de biopeliculas estd muy relacionada con la resistencia
antifungica ya que impiden la penetracién de los farmacos antifingicos al interior de la biopelicula
(Mukherjee y cols. 2005). En otro estudio realizado por Sdnchez-Vargas y cols. (2013) en pacientes
diabéticos, se observd que C. glabrata tiene una alta capacidad de formacién de biopelicula, C.
albicans y C. tropicalis son moderados productores de biopelicula y que puede variar de acuerdo a la

fase de crecimiento en que se encuentren (Sdnchez-Vargas y cols. 2013).

La presencia de estos factores de virulencia no son suficientes para el inicio y establecimiento de la
infeccidn, ya que si bien el grado de patogenicidad de Candida sp. juega un papel muy importante en el
desarrollo de candidosis, no es el unico factor ya que se debe considerar la predisposicién del huésped

para el establecimiento de la infeccion (Aguirre 2002).

1.2.3. Respuesta inmune y candidosis bucal en pacientes con VIH/SIDA

Diversos elementos tanto de la inmunidad innata como adaptativa participan en la respuesta contra
Candida sp. La respuesta inicia con la identificacién del hongo por parte de leucocitos (neutréfilos,
monocitos y leucocitos) y células epiteliales a través de patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP’s), expresados por Candida en diferentes estadios de su crecimiento y reconocidos por las
células inmunoldgicas mediante receptores tipo toll (TLR2 y TLR4) y de lectina tipo-C (Dectina 1y 2,

receptor de manosa, etc.) (Netea y cols. 2008, Netea y cols. 2004, Gow y cols. 2011, Lewis y cols.
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2012). Los monocitos, macréfagos y polimorfonucleares (PMN) son las tnicas células reportadas con
efecto contra Candida utilizando mecanismos tanto dependientes como independientes de oxigeno. Los
queratinocitos ademds de que constituyen una barrera fisica después de la adhesiéon de Candida,

participan en la producciéon de numerosos factores solubles que regulan la respuesta inmune (TNF-q,

INF-y, IL-1, IL-3, IL-6-8, IL-10, IL-12, IL15, IL-18 e IL-20).

Adicionalmente, los queratinocitos expresan moléculas de adhesion como CD54, CD58 y el complejo
principal de histocompatibilidad (CPH) de clase I y II, produciendo infiltracién de lintocitos T, que
actian como células accesorias en la presentacion de antigenos. El papel de la inmunidad adaptativa
estd relacionado con células de la inmunidad innata principalmente células de Langerhans que
participan como células presentadoras de antigenos (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
produccién de interleucinas (IL-12 e IFN-y) por las CPA que inducen respuesta de células Th1l con la
posterior diferenciaciéon de CD8+ a linfocitos citotéxicos los cuales contienen enzimas citoliticas que
actian contra células de Candida controlando la infeccién (Repentigny 2004, Cassone y cols. 2012,
McCullough y cols. 2011). El tipo de célula Th que participa en la respuesta inmune, lo determina el
morfotipo de Candida, 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 Thl como
IFN-y (Netea y cols. 2004, Lewis y cols. 2012). En contraste cuando Candida se encuentra en forma de
hifa activa receptores TLR2 e induce una respuesta débil de Thl promoviendo la expansion de 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 discriminacién entre levaduras colonizantes e hifas invasoras por parte de

macrofagos y células dendriticas epiteliales no son del todo claros; sin embargo, se ha descrito la
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participacion de células Th17 e inflamasomas (Cheng y cols. 2011, Lewis y cols. 2012). Cuando los
receptores de patdgenos 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 (Cheng y cols. 2011, Lewis y cols. 2012). Cuando
existe dano epitelial se activa el inflamasoma NLRP3, permitiendo la activacién de caspasa-1 y la
transformacion de pro-IL-1B a IL-1P activada, induciendo la respuesta de Th17 que incluye la
produccién de IL-17, IL-22 y el reclutamiento de neutréfilos asesinos de hifas, asi como la
optimizacion de la respuesta epitelial a través de la produccion de defensinas (Cheng y cols. 2011,

Lewis y cols. 2012).

En los pacientes con VIH, los principales factores inmunoldgicos que se ven alterados y que se han
relacionado con candidosis, es la disminucion de la respuesta inmunolégica ocasionando neutropenia y

niveles bajos de linfocitos CD4+ (Levy 2009 y Repentigny y cols. 2004).

Se ha descrito que la candidosis pseudomembranosa bucal y esofagica esta relacionada con estadios
tardios de la infeccion por VIH/SIDA y con niveles de CD4+ menores a 200/mm’, mientras que la
candidosis eritematosa y la queilitis angular se presentan en estadios tempranos de la enfermedad
(Repentigny 2004). Back-Brito y cols. en 2009 reportaron que no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre conteo de CD4+ y la candidosis bucal, pero si con niveles elevados de carga viral a
diferencia de Prakash que no considero niveles de carga viral para su estudio (Back-Brito y cols. 2009).
Recientemente Nishimura y cols. en 2013 reportaron que si existe asociacion entre la presencia de
candidosis bucal, conteo de CD4+ y niveles altos de carga viral; asi mismo Maurya y cols. 2013
también encontraron diferencia significativa entre conteo de CD4+ e infeccidon por Candida, sin

embargo no consideraron dentro de sus variables carga viral.
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1.2.4. Epidemiologia de la candidosis bucal en pacientes con VIH/SIDA

La candidosis bucal representa la infeccion fingica mds comun en los pacientes con VIH/SIDA (Patton
y cols. 2013), su prevalencia en afos recientes en pacientes con terapia antirretroviral, ha sido reportada
con porcentajes que van del 3.9% (da Silva y cols. 2008) al 27.1% (Ortega y cols. 2009). Otros estudios
realizados en poblaciones en las que los pacientes no estdn con TARAA reportan frecuencias de 37.5%
(Mulu y cols. 2013) y 37.8% (Tami-Maury y cols. 2011). La mayoria de estudios han reportado
diferencias estadisticamente significativas entre la disminucién de candidosis bucal y el inicio de la
TARAA debido a los cambios que ocasiona la terapia en el sistema inmunolégico, como el estudio
elaborado por Tami-Maury en el cual reporta una prevalencia de candidosis bucal al inicio de su
estudio de 37.8% cuando los pacientes incluidos atn no iniciaban TARAA, posteriormente una vez
iniciada la terapia reportan una incidencia de 14.9% durante los dos afios de seguimiento (Tami-Maury
y cols. 2011). La informacién completa de los articulos citados en este apartado se presenta en el

Cuadro 2.

1.2.5. Caracteristicas clinicas de candidosis bucal en pacientes con VIH/SIDA.

El grupo OHARA en 2009 establecio las siguientes caracteristicas clinicas para la identificacion de

candidosis bucal (Shiboski y cols. 2009).

Candidosis pseudomembranosa. Se observa como manchas o placas blancas de consistencia cremosa
de color blanco o amarillo, que pueden estar localizadas en cualquier parte de la mucosa bucal
(Shiboski y cols. 2009) pero se presenta principalmente en mucosa yugal, bordes laterales de lengua y

orofaringe, (Coronado y cols. 2013) que pueden ser desprendidas y dejar una superficie eritematosa.

Candidosis eritematosa. Se presenta como eritema o dreas rojas usualmente localizadas en paladar y

dorso de lengua y ocasionalmente en mucosa yugal. Puede coexistir con manchas o placas blancas de
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candidosis pseudomembranosa. (Shiboski y cols. 2009) Cuando afecta dorso de lengua puede haber

atrofia de las papilas filiformes y dar la apariencia de una superficie lisa (Coronado y cols.2013).

Queilitis angular. Son fisuras rojas o blancas o ulceras lineales localizadas en las comisuras de los

labios.
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Cuadro 2. Prevalencia de CB y principales especies aisladas en pacientes con VIH/SIDA reportada en difer:

Autor Pais Poblacién Candidosis Colonizacién T¥p0 (‘1e Prl.nup'ales TARAA
candidosis (C) especies aisladas
n % % Tipos % %
Berberi y cols. 2015 Libano 50 76% _ C. bucal _ _ _
Nishimura y cols. 2013 Japén 733 8.5 _ C. esofdgica _ _ 74.4
Owotade y cols. 2013 Sudafrica 197 9.1 59.4 C. bucal C. albicans 71.0 94.4
C. dubliniensis 11.0 (ARVT)
C. tropicalis 7.0
Mulu y cols. 2013 Etiopia 215 37.5 82.3 C. bucal y C. albicans 78.5 Sin
orofaringea C. glabrata 22.5 tratamiento
C. tropicalis 14.1
Prakash y cols. 2012 India 150 _ 353 C. bucal C. albicans 47.1 333
C. tropicalis 8.0
C. glabrata 5.0
Anwar y cols. 2012 India 165 48.4 _ C. bucal y C.albicans 61.7 NE 6
esofagica C.guilliermondi 14.9 ARVT
C. parapsilosis 9.6
Patel y cols. 2012 EU. 215 _ 81.8 C. orofaringea C. albicans 62.0 69.0
C. glabrata 17.0 ARVT
C. dubliniensis 12.0
Tami-Maury y cols. 2011 EU 744 37.8 _ C. orofaringea _ _ 52.8
Khatibi y cols. 2011 Iran 200 16.5 _ C. bucal _ _ _
Lourenco y cols. 2011 Brasil 388 15.8 _ C. bucal _ _ 79.9
ARVT
Jeddy y cols. 2011 India 36 58.3 _ C. bucal C. albicans 90.0 _
C. krusei 10.0
Nittayananta y cols. 2010  Tailandia 157 44 _ C. bucal _ _ 63.0
Ortega y cols. 2009 Brasil 1595 27.1 _ C. bucal _ _ 57.9
Back-Brito y cols 2009 Brasil 90 _ 60% C. bucal C. albicans 75.3 43.0
C. tropicalis 21.0
C. glabrata 1.0
Baradkar y cols. 2009 India 61 _ 66.6 C. bucal C. albicans 70.0 _
C. parapsilopsis 15.0
C. glabrata 7.5
Da Silva y cols. 2008 Brasil 993 39 _ C. bucal _ _ 66.4
Aquino-Garcia y cols. México 73 219 _ C. bucal _ _ 100
2008
Giuliani y cols. 2008 Italia 130 4.6 _ C. bucal _ _ 79.2
Lusvarghi y cols. 2008 Brasil 193 18.1 _ C. bucal C. albicans 47.7 86.5
(clinica)

*ARVT (Terapia antirretroviral), TARAA (Tratamiento antirretroviral altamente activo) / +(mediana), 1(media). Los espacios vacios corresponden a variables que no fueron incluidas en el estudio.



1.2.6. Métodos diagndsticos para candidosis bucal

Si bien el diagndstico de la candidosis bucal es esencialmente clinico y se basa en el reconocimiento de
las caracteristicas que presentan las lesiones (Coronado y cols. 2013), el diagndstico se debe confirmar
a través del andlisis microscopico o mediante aislamientos a través de cultivos. Cabe mencionar que si
un cultivo resulta positivo para Candida, 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 confirmaciéon microscépica de invasion tisular

(Coronado y cols. 2013).

El estudio microbioldgico se requiere cuando existen dudas diagndsticas, cuando hay resistencia
antifungica y para la identificacion de la especie de Candida con el fin de establecer un tratamiento
mas eficaz. En el caso de candidosis hiperpldsica siempre es necesaria la biopsia para descartar

displasia epitelial (Coronado y cols. 2013).

La identificaciéon de levaduras puede ser realizada con base a la identificacién de cuatro criterios
diferentes: morfologico y bioquimico (para el diagnostico de candidosis bucal) o inmunolégico y
genético (para el diagndstico de candidosis invasiva o diferenciacion de especies) (Coronado y cols.

2013, Ahmad y cols. 2012).

La confirmacién del diagndstico de candidosis bucal puede ser realizada a través de la observacion
microscopica de Candida de muestras citolégicas de lesiones sospechosas (criterios microscopicos
morfoldégicos) y el aislamiento en cultivo (criterios macroscopicos morfoldgicos). La observacion
microscopica puede ser hecha con muestras frescas usando hidréxido de potasio al 10% (KOH) el cual
disuelve las células epiteliales y deja a las de Candida intactas o puede utilizarse hidréxido de sodio al

15-30%. También se pueden preparar frotis o improntas seguidas por tinciéon de Giemsa, dcido
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peryédico de Schiff (PAS) o tincién de Gram; en el caso de biopsias de candidosis hiperplésica se
utilizard tincién de hematoxilina y eosina (HyE) y se observardn levaduras, micelios y pseudomicelios

de Candida (Coronado y cols. 2013, Parihar y cols. 2011).

La observacién macroscOpica se realiza en placas de cultivo, el principal medio de cultivo utilizado es
el agar dextrosa Sabouraud (ADS), el cual permite el crecimiento selectivo de hongos, se le puede
afiadir cloranfenicol o gentamicina con el fin de inhibir el crecimiento bacteriano. Con los cultivos se
puede identificar la especie y el género de Candida. Para C. albicans se suele utilizar la prueba de
filamentacién temprana o la prueba de germinacién y diferentes sueros. 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 hidrdlisis
especifica de un sustrato cromogénico en presencia de un indicador enzimatico, (Coronado y cols.
2013) uno de los més utilizados es CHROMAgar® Candida (Coronado y cols. 2013, Abraham CM.

2011, Ellepola y cols. 2005).

Otras técnicas son las pruebas de asimilacion de nutrientes donde se evalia la capacidad fingica de
utilizar diferentes azicares como unica fuente de carbono, los medios usados contienen todos los
nutrientes necesarios para su crecimiento excepto una fuente de carbono. Un aziicar es agregado
posteriormente al medio y la capacidad del hongo para asimilar el azucar se evalda por su crecimiento
en el medio de cultivo; a esta técnica también se le conoce como auxonograma (Coronado y cols.
2013). Dentro de los métodos mds usados se encuentran API 20 C AUX y el API ID 32 C AUX

(Coronado y cols. 2013, Ellepola y cols. 2005).

Existen también las técnicas inmunoldgicas que incluyen métodos basados en la deteccion de

manano/anti-manano, de anticuerpos antimicelios, de otros anticuerpos y la detecciéon de 1-3-B-D-
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glucano. Estos procedimientos inmunoldgicos también incluyen pruebas de aglutinacién de particulas
de latex basado en el uso de anticuerpos monoclonales especificos (Coronado y cols. 2013, Ahmad y

cols. 2012, Abraham CM. 2011, Ellepola y cols. 2005).

Asimismo, se pueden utilizar técnicas genéticas como reaccién en cadena de polimerasa (PCR),
(Coronado y cols. 2013, Ellepola y cols. 2005) a pesar de que éstas confieren una alta sensibilidad y
especificidad, (Coronado y cols. 2013, Avni y cols. 2011, Ellepola y cols. 2005) tienen un costo
elevado y no estdn disponibles en todos los centros hospitalarios (Coronado y cols. 2013, Ellepola y

cols. 2005).
1.2.7. Tratamiento para candidosis bucal en pacientes con VIH/SIDA

En los pacientes con VIH/SIDA se deben considerar varios factores antes de seleccionar los agentes
antifungicos para el tratamiento de candidosis mucosa (CM) e invasiva (CI) (Vazquez 2010); es por
ello que se han elaborado guias para el tratamiento de candidosis y se han discutido las mejores

opciones terapéuticas para estos pacientes (Pappas y cols. 2009).

Existen diferentes antiftingicos topicos y sistémicos para el tratamiento de candidosis bucal (Vazquez
2010, Baccaglini y cols. 2007), entre los principales se encuentran los polienos como nistatina y
amfotericina B, inhibidores de la sintesis de pirimidina como la flucitosina; azoles como miconazol,
clotrimazol, ketoconazol, itraconazol, fluconazol y posoconazol y recientemente otros antifiingicos han
surgido como las equinocandinas dentro de las cuales se encuentra el micafungin, el caspofungin y el

anidulafungin (Vazquez 2010, Pienaar y cols. 2010).

La terapia topica es la primera linea recomendada para el tratamiento de candidosis bucal sin
complicaciones (Akpan y cols. 2002, Baccaglini y cols. 2007) principalmente en pacientes con niveles

de CD4+ mayores de 200cel/mm”, (Baccaglini y cols. 2007) ya que los efectos adversos que ocasionan
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los antifingicos sistémicos no ocurren con los tépicos (Akpan y cols. 2002). En un inicio se utilizaban
aplicaciones de violeta de genciana para el tratamiento de candidosis pero se descontinud su uso por
que se desarrollaron resistencias y por sus efectos adversos, principalmente la tincién de mucosas
(Akpan y cols. 2002, Vazquez 2010). Debido a lo anterior, fue sustituida por polienos, nistatina
descubierta en 1951 y por anfotericina B descubierta en 1956, ninguno de ellos es absorbido por el

tracto gastrointestinal (Akpan y cols. 2002).

La terapia sistémica es una opcidn para el tratamiento de candidosis bucal cuando existen pacientes
intolerantes o resistentes a terapia topica con alto riesgo de desarrollar infecciones sistémicas como
podria ser el caso de candidosis orofaringea y esofdgica. En pacientes inmunocomprometidos los
triazoles son la primera eleccion para este tipo de candidosis, dentro de los mds importantes se
encuentra el fluconazol (Lortholary y cols. 2012, Baccaglini y cols. 2007). Los principales antifingicos

topicos y sistémicos utilizados para el tratamiento de candidosis bucal se describen en el cuadro 3.

1.2.8. Resistencia antifiingica en pacientes con VIH/SIDA.

La resistencia antifungica en los pacientes con VIH/SIDA se ha relacionado con conteo bajo de CD4+,
exposicion prolongada al farmaco (Jeddy y cols. 2011) y a algunos factores de virulencia como el
switching fenotipico (Cassone y cols. 2012), la capacidad de formacion de biopelicula que impide la
penetracion del farmaco (Cassone y cols. 2012, Hasan y cols. 2009, Mukherjee y cols. 2005) y la
produccion excesiva de ciertas enzimas como lanosterol desmetilasa; (Williams y Lewis 2011) asi
como al incremento de especies no albicans involucradas en la infeccion por Candida principalmente
C. glabrata y C. krusei (Jeddy y cols. 2011, Williams y Lewis 2011) que son menos sensibles a

fluconazol (Jeddy y cols. 2011, Pappas y cols. 2009).
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En los tltimos afios, en los pacientes con VIH/SIDA se ha incrementado la resistencia de Candida a los

antifingicos, principalmente a los azoles, grupo al que pertenece fluconazol (Williams y Lewis 2011).

Se han realizado diversos estudios analizando la susceptibilidad a antifiingicos, buscando brindar una
terapia mds eficiente para el tratamiento de esta infeccion. Badiee y cols. (2010) incluyeron a 273
pacientes con VIH y reportaron que todas las especies aisladas (C. albicans, C. glabrata, C.
dubliniensis, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis) fueron sensibles a ketoconazol, nistatina,
anfotericina B, voriconazol y caspofungin y mostro resistencia a fluconazol o itraconazol. Jeddy y cols.
(2011) aislaron C. albicans y C. krusei y mostraron resistencia a fluconazol (21 y 50%
respectivamente); Anwar y cols. (2012) reportaron que 12.8% de las especies aisladas mostraron
resistencia también a este formaco y mds recientemente Mulu y cols. (2013) reportaron resultados muy

similares al anterior con 12.2% de resistencia a fluconazol.

La mayoria de los estudios reportan mayor resistencia a fluconazol incluso algunos de ellos estiman su
incidencia 6-36%, 15%, y 5-10% (Enwuru y cols. 2008, Jeddy y cols. 2011) a pesar de ser el
antifungico mas utilizado en los pacientes con VIH/SIDA por sus altas concentraciones en plasma y
saliva y por sus escasos efectos adversos (Pappas y cols. 2009); sin embargo casi todas las
investigaciones sugieren el uso de nuevos farmacos que pudieran mostrar mayor eficacia como las

equinocandinas.
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Cuadro 3. Antiflingicos tépicos y sistémicos para candidosis bucal, orofaringea y esofdgica en pacientes con VIH/ST
cols. 2002, Pappas y cols. 2009)

Nombre Presentacion Indicacion Actividad y Accion
Nistatina (Polieno) Suspensién de 100, 000 Candidosis bucal y orofaringea  Fungistatico y fungicida. Sabor ama
Ul/mll sin complicaciones.' Se une a esteroles de la membrana vémitos y
celular de especies sensibles de No efecto
Tabletas 500,000 UI Candidosis orofaringea y Candida, formando canales i6nicos y 1INMuUNOCo]
gastrointestinal.l alterando la permeabilidad de clinica y n
membrana.' Desapego
dosificacic
Anfotericina B Suspensién’ oral con 100 Se puede utilizar como tx. para  Fungistatico y fungicida. En suspen
(Polieno) mg/ml candidosis bucal.' Se une a esteroles de la membrana bajas (0.0:
Tabletas' de 10 mg celular de especies sensibles de mas por Vi
Polvo para administracién Mis recomendada para Candida, formando canales i6nicos y sistémica.
intravenosa, 50 mg en viales  candidosis invasiva y sistémica.' alterando la permeabilidad de Efectos t6;
membrana.’ Desapego
frecuente
Miconazol* Gel al 2% Candidosis bucal y orofaringea.”  Antifingica y bacteriostitica (cocosy ~ Baja absor
(azoles) Tableta muco-adhesiva SOmgl bacilos gram+) Contraind;
(No disponible en México) Inhibicién de sintesis de ergosterol.l

Fluconazol* Cépsulas o comprimidos' de ~ Candidosis bucal, orofaringea Principalmente fungistatico pero Bien abso
(azoles) 50 mg, 100 mg, 150 mg y 200 (persistentes) y esofagica.'” también puede ser fungicida. Niveles pl
mg Potente inhibidor selectivo de enzimas  Concentra
fingicas involucradas en la sintesis de ~ Su absorci
ergosterol.'” alimentos
Tienen me

krusei.’
Ketoconazol* Comprimidos de 200 mg Candidosis orofaringea y Fungistatico y fungicida. Presenta d
(azoles) esofagica."” Potente inhibidor selectivo de enzimas  principaln
flingicas involucradas en la sintesis de  proteasas.
ergosterol."” Efectos ad
potente inl
Ya casi n¢
Itraconazol* Comprimidos recubiertos de ~ Candidosis mucosa e invasiva Fungistatico y fungicida. Su biodisp
(azoles) 50y 200mg. como candidosis esofdgica. Potente inhibidor selectivo de enzimas y no se ve
Solucién inyectable (IV) Uso clinico principalmente para  fungicas involucradas en la sintesis de  cuando es
200mg infecciones por C. Krusei y ergosterol."” Antogonis
resistentes a fluconazol.’ inhibidore

la absorcic
Bebidas ac




ardandano

mejoran st

Posaconazol* Suspensién de 40 mg. Demuestra actividad similar a Fungistatico y fungicida. Su biodisp
(azoles) voriconazol pero debido a Potente inhibidor selectivo de enzimas  con alimer

evidencia clinica no se fingicas involucradas en la sintesis de ~ Muiltiples -

recomienda para candidosis que  ergosterol.'”

no sea orofaringea.'”
Caspofungina, Sélo disponible en Indicado candidosis esofdgica e = Fungistatico en levaduras, fungicida Su metabc
Micafungina, presentaciones parenterales.”  invasiva y afecta principalmente hongos filamentosos. recomiend
Anidulafungina C. glabrata y C. krusei y menor  Alteran la pared celular al inhibir de moderada
(equinocandinas) susceptibilidad para C. forma no competitiva la sintesis de D-

dubliniensis.’ glucano.
Flucitosina Cépsulas de 250 mg Posee contra la mayoria de las Fungistatico y fungicida. Su vida m
(Pirimidina Solucién intravenosa, 2,5 gen especies de Candida con La flucitosina es un antimetabolito de Se recomi
fluorada sintética) 250 ml excepcion de C. Krusei.® piridina, que se incorporada en el ADN  normal.’

fingico e impide la sintesis durante el
N 3
proceso de replicacion celular.

*Todos los azoles inhiben en cierto grado el citocromo P450'*

1 (Vazquez 2010), 2 (Akpan y cols. 2002) 3 (Pappas y cols. 2009)



2. Planteamiento del problema

La candidosis bucal (CB) representa la infeccion fingica mds comun en los pacientes con VIH/SIDA,
siendo Candida albicans la especie mas frecuentemente identificada. (Mane y cols. 2012, Junqueira y
cols., 2011; Hasan y cols., 2009; Baradkar y Kumar 2009; Repentigny y cols., 2004; Tumbarello y cols.
1999) En pacientes con TARAA, la CB se encuentra en porcentajes que van del 3.9% (da Silva y cols.
2008) al 27.1% (Ortega y cols. 2009) y en estudios realizados en poblaciones sin TARAA, se reportan

frecuencias de hasta 37.5% (Mulu y cols. en 2013) y 37.8% (Tami-Maury y cols. en 2011).

Si bien el dimorfismo, la formacion de biopeliculas (Cassone y cols. 2012; Patel y cols., 2012) y la
resistencia antifungica (Hasan y cols. 2009; Blankenship y Mitchell 2006) se relacionan con la
virulencia del microorganismo (dimorfismo, formacién de biopeliculas y la resistencia antifingica),
son escasos los estudios que estudian estos factores de virulencia con relacion a las diferentes especies
de Candida (Hasan y cols. 2009; Blankenship y Mitchell 2006, Cassone y cols. 2012; Patel y cols.,

2012), el tipo de candidosis bucal, el estadio clinico y el tipo de terapia antirretroviral.

Por lo tanto, el presente estudio analiza los mecanismos de patogenicidad de las especies de Candida
aisladas de la mucosa bucal de pacientes con VIH/SIDA, su capacidad de infeccion y su asociacion con
las caracteristicas clinicas, a través de la toma de muestras de saliva de pacientes con VIH/SIDA, de la
realizacion de cultivos, aislamientos, tipificacion y evaluaciéon de formacion de biopeliculas asi como
de la valoracion de su capacidad de dimorfismo mediante caracteristicas macro y microscopicas y de la

resistencia antifiingica a fluconazol.
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3. Justificacion

En pacientes con VIH/SIDA la candidosis bucal puede progresar a candidosis orofaringea, ocasionando
disfagia, odinofagia y disgeusia (Repentigny 2004), o diseminarse a es6fago e intestino y provocar
sintomas como epigastralgia, nduseas y hematemesis (Nishimura y cols. 2013). La candidosis esofagica
puede producir sintomas tan severos como estenosis, cuadros hemorragicos y fistula esofagotraqueal

disminuyendo la calidad de vida de los pacientes (Asayama y cols. 2013).

El tratamiento de la candidosis bucal en ocasiones puede ser complicado debido a la alta frecuencia de
resistencia a los tratamientos. El presente estudio permitird conocer las caracteristicas de algunos de los
principales mecanismos de patogenicidad de Candida y la resistencia a fluconazol de las especies mas
frecuentemente relacionadas con la infeccion o si por lo contrario estas variables son independientes
entre si. Asimismo, los resultados de esta investigacion podran favorecer la eleccion del tratamiento
antimicoético, para evitar la progresion y diseminacion de la candidosis bucal y de sus consecuentes

signos y sintomas en los pacientes con VIH/SIDA.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Determinar el perfil de virulencia especie-especifico de las especies de Candida aisladas de la mucosa
bucal de un grupo de pacientes con VIH/SIDA y su posible asociacién con las caracteristicas clinicas y

la resistencia a fluconazol.

4.2. Objetivos especificos

- Determinar la frecuencia de colonizacién e infeccion de las diferentes especies de Candida en la

mucosa bucal de pacientes con VIH/SIDA

- Determinar los perfiles fenotipicos y bioquimicos por especie de Candida en los aislamientos de

obtenidos

- Establecer el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) de Candida sp

- Identificar la posible asociacién entre el tipo de especie de Candida y las caracteristicas clinicas
(candidiasis eritematosa, pseudomembranosa, bucal u orofaringea), de laboratorio (conteo de CD4+,

carga viral) y el uso de TARAA

- Determinar la frecuencia de aislamientos resistentes a fluconazol
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5. Material y método

3.1. Diseiio del estudio.

Estudio transversal, observacional y analitico, que se realiz6 en la Universidad Auténoma
Metropolitana-Xochimilco, en colaboracién con la Clinica Especializada Condesa (CEC), el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ), y la Facultad de

Estomatologia de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi (UASLP), entre febrero y julio de 2014.

Se incluyeron pacientes adultos diagnosticados con VIH/SIDA que asistieron a las consultas de
Patologia y Medicina bucal de CEC y el INCMNSZ, en el periodo comprendido de enero a mayo de

2014.

Criterios de inclusion:

- Pacientes adultos (> 18 afios) con diagndstico confirmado de VIH/SIDA, que aceptaron participar en

el estudio y que firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

- Pacientes sometidos a tratamiento antimicotico en los tres meses previos a su inclusion en el estudio

Criterios de eliminacion:

- Pacientes cuyas muestras de saliva no fueron apropiadas para su analisis.

5.2. Procedimientos clinicos.

Previa lectura y firma del consentimiento informado (Anexo 3), se recopilaron datos demograficos
(edad, sexo, estado civil, fecha de nacimiento, escolaridad, lugar de residencia y ocupacion) que fueron

registrados en una ficha de recoleccion de datos realizada para este fin (Anexo 4), se interrogd acerca
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del consumo de tabaco, alcohol, y antecedentes personales patologicos, incluyendo la historia de
lesiones bucales. Adicionalmente, los datos relativos a la fecha de diagndstico de VIH, signos y
sintomas iniciales de la enfermedad, nivel de CD4+ mads bajo (nadir), carga viral y CD4+ mads cercano
al momento del estudio, asi como el tipo, inicio y tiempo de consumo de TARAA, fueron obtenidos del

expediente clinico.

A cada paciente se realiz6 la cuantificacion de flujo salival (sialometria) (Lopez-Jornet y cols. 1996) de
acuerdo a la técnica descrita en el Anexo 5. EI examen bucal se llevd a cabo por especialistas
previamente calibrados (Kappa= 0.85), siguiendo un orden estricto (Road-Petersen 1969) (Anexo 6),
usando guantes y abatelenguas desechable. Se registr6 el indice de higiene oral simplificado (Greene y
Vermillion 1960) descrito en el Anexo 7. El diagnéstico de candidosis bucal se realizé con base en
criterios clinicos pre-establecidos (Anexo 8) y fue confirmado mediante citologia exfoliativa,
realizando un raspado en la zona con abatelenguas de madera, el cual se extendidé en portaobjetos
previamente rotulado con los datos del paciente, se fij6 con spray citolégico y se transporté al
Laboratorio de Histopatologia de UAM Xochimilco para su andlisis microscépico de acuerdo a
criterios establecidos (Anexo 9). En el caso que el resultado fuera positivo se prescribié tratamiento

antimicoético.

Adicionalmente, se realiz6 la toma de una muestra mediante un hisopado de la mucosa bucal utilizando
un hisopo estéril girando 10 veces en contra de las manecillas del reloj en dorso de lengua, mucosa
yugal y paladar duro y blando. La muestra se colocé en un medio de transporte (medio de Stuart) para
mantener la viabilidad de Candida. Asi mismo se tom6 muestra de saliva mediante la realizacién de un
enjuague por 30 segundos con 10 ml de solucién salina el cual fue depositado en un vaso para
recoleccion de muestras de boca ancha de polipropileno estéril. Para la recoleccion, el paciente debia

encontrarse en ayuno de por lo menos 2 horas, sin haber realizado ningin procedimiento de higiene
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bucal o colutorio y sin haber ingerido agua. La saliva recolectada se transportd junto con el hisopado al

laboratorio en un recipiente hermético con una temperatura de entre 4-8°C con geles frios.

5.3. Procedimientos de laboratorio.

Las pruebas de laboratorio se realizaron tanto en el Laboratorio de Histopatologia de la UAM-
Xochimilco como en el Laboratorio de Bioquimica, Microbiologia y Patologia de la Facultad de

Estomatologia de la UASLP.

Cultivos en Agar Dextrosa Sabouraud.

Diluciones.

Las muestras se agitaron vigorosamente durante 1 min y se tom6 1 ml de saliva que fue colocado en un
tubo conteniendo 9 ml de solucion de cloruro de sodio al 0.9%, a partir de esta primera dilucion se

realizaron diluciones seriadas hasta la dilucién 10,

De cada una de las diluciones se tom6 una muestra de 50 pL, la cual fue sembrada por extension en
placas de agar dextrosa sabouraud. Las placas fueron incubadas a 36+1.5°C durante 24 a 48 horas.
Transcurrido el periodo de crecimiento se sacaron las placas de la incubadora y se realiz6 el registro de
los resultados: se contabilizé el nimero de colonias desarrolladas en cada dilucidn, se registraron las

caracteristicas macroscépicas de las colonias tamafio (mm), color, textura y consistencia.

A partir del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) se realiz6 el cdlculo de UFC/ml saliva

utilizando la siguiente férmula:

UFC= No. colonias x Factor de dilucidn inverso

In6éculo en ml (0.05 ml)
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Cultivo hisopado:

Previo a la siembra, las muestras recolectadas con el hisopo se agitaron utilizando vortex y
posteriormente se retiraron del medio de Stuart y se sembraron con técnica en césped en medio de
cultivo de agar dextrosa Sabouraud con cloranfenicol; se incubaron de 24 - 48 horas a 36 + 1.5 °C; se

registraron los cultivos positivos y las caracteristicas macroscOpicas de las colonias.

Aislamiento v tipificacion

Las colonias obtenidas se resembraron en placas de CHROMAgar® Candida; en los casos que
existieron dudas, se resembraron las colonias en este medio cromdgeno que es selectivo y diferencial
de Candida. Para descartarlos como negativos, las colonias fueron incubadas por un periodo adicional
de siete dias a una temperatura de 30 = 1 °C; de aquellos cultivos positivos se tomé una asada picando
diferentes puntos a lo largo de la placa, tomando una porcién de cada colonia en diferentes puntos en

una misma intencion.

El inoculo anterior se sembro en placas de CHROMAgar® Candida por la técnica de cultivo puro y
fueron incubados a 36 °C durante dos dias. Con este cultivo cromogénico se realizé una identificacion
presuntiva de especies de Candida, de acuerdo a las caracteristicas colorimétricas que indica el
fabricante para cada especie; ademads, el uso de este medio permitié separar dos 0 més cepas juntas de

diferente especie en una misma muestra clinica.

Los cultivos positivos a una o més especies se resembraron y purificaron en placas de CHROMAgar®
(A. Rambach, BD Diagnostic Systems Paris, Francia.), hasta separar las colonias diferentes y
purificarlas. Las colonias aisladas se resembraron en placas de agar glucosado de Sabouraud
adicionado con cloranfenicol, incubdndolas a 36 °C (= 1 C) por dos dias. Posteriormente, se realiz6 una

resiembra adicional en tubos inclinados de agar glucosado de Sabouraud adicionado con cloranfenicol.
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La identificaciéon de las especies Candida no albicans fue corroborada mediante el sistema API 20C
Aux. Los aislamientos ya fenotipificados fueron almacenados en agua estéril a temperatura ambiente

para su uso posterior.
Dimorfismo

Para evaluar la capacidad de transformacion de levadura a hifa de las diferentes especies de Candida,
se registraron las caracteristicas macroscépicas de las colonias las cuales fueron confirmadas con las
caracteristicas microscopicas. Posteriormente se tomaron muestras de las colonias aisladas y fueron
sembradas en Agar Harina de Maiz (AHM) mediante técnica de estria y cultivadas a 35 °C durante 7
dias evaluando su crecimiento cada 24 horas y observando bajo microscopio 6ptico invertido la
presencia o ausencia de hifas o pseudohifas, confirmando su presencia con frotis citoldgico mediante

tincién de Gram.
Formacion de biopelicula.

Para el desarrollo in vitro de formacion de biopeliculas, fueron requeridas condiciones especificas de
crecimiento para cada aislamiento: los aislamientos y cepas ATCC de Candida fueron crecidos en agar
dextrosa Sabouraud e incubados a 37 °C durante 24 a 48 horas. Posteriormente se tomé una colonia
fresca quel fue propagada en tubos cénicos de 15 mL. (Falcon®) que contenian 5 mL de caldo YDP
(Yeast- Dextrose- Peptone), dejando incubar con agitaciéon (70 RPM) constante de 10 a 16 h., pasado
este tiempo cada tubo fue centrifugado (12,000 RPM) x 5 min), para continuar con una serie de lavados

con PBS (Phosphated Buffered Saline) para retirar restos celulares, componentes y desechos del medio.

Con las células lavadas, se prepard una suspension celular de cada aislamiento a una densidad celular
6 4 1 p ‘ .
de 1.5 x 10" células/mL, utilizando una cdmara de NewBauer, estas células fueron re suspendidas en el

medio RPMI-1640 suplementado con L-glutamina y amortiguado con MOPS.
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De este in6culo, se tomaron 100 puL y se sembraron en placas de microtitulacién de poliestireno, las

cuales fueron incubadas a 37°c, dejando en cada columna un pozo control el cual no contenia inéculo.

Transcurrido el tiempo de interés se procedi6 a remover el medio, para seguir con 3 lavados suaves con
PBS, con la finalidad de remover células no adheridas. Una vez lavados los pocillos, a cada uno se le
agregd una alicuota de 100 pL de XTT/Menadiona, incluyendo los pozos control, las placas fueron
incubadas en total oscuridad (se cubrieron con papel aluminio) durante 1 hora con 15 min,
posteriormente los cambios colorimétricos fueron medidos con el sistema Multiskan® utilizando el
software Ascent®, realizando las lecturas a una longitud de onda de 492 nm, estos cambios

colorimétricos se consideraron proporcionales al nimero de células viables en biopelicula.

Para finalizar este ensayo se realizaron examinaciones microscopicas de las biopeliculas formadas en

las placas de microtitulacién utilizando un microscopio 6ptico invertido. (Sdnchez-Vargas y cols. 2013)

Resistencia antifiingica.

Para la determinacion de la sensibilidad a fluconazol se utilizé el método de difusién en disco M44-A4
descrito por el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI [antes NCCLS — National Commitee
for Clinical Laboratory standards]). Para este método se utilizaron discos de 25 pg de fluconazol,
medio de Agar Mueller Hinton suplementado con glucosa al 2% y con 0,5ug/ml de azul de metileno.
Se prepar6 una suspension de las levaduras y se ajustd su concentracién a una turbidez de 0.5 en la

escala de McFarland con agua destilada estéril.

Las placas con el Agar Mueller Hinton suplementado se inocularon con un hisopo estéril humedecido
con esta suspension de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (BD Diagnostic Systems), y
posteriormente se incubaron a 35°C durante 24—48h. La lectura se efectué con un vernier Mitutoyo

midiendo el halo de inhibicién en milimetros.
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Los resultados obtenidos de cada una de las pruebas realizadas fueron registrados en una ficha de
recoleccion de resultados microbioldgicos para el control de la informacién y su uso posterior. (Anexo

10.)

5.4. Variables

Dependientes: colonizacién, candidosis bucal y tipo de especie.

Independientes: edad, sexo, tabaco, alcohol, clinica de procedencia, conteo CD4+, carga viral, tipo y
tiempo de TARAA, dimorfismo, capacidad de formacion de biopelicula, unidades formadoras de

colonias (UFC) y resistencia a fluconazol.

5.5. Operacionalizacion de variables

Variables dependientes:

Infeccion por Candida sp.: Signos clinicos de candidosis bucal, confirmado con frotis citologico y

cultivo de Agar Dextrosa Sabouraud positivo. (Niimi y cols. 2010, Gow y cols. 2013)

Colonizaciéon por Candida sp.: Sin signos clinicos de candidosis bucal, cultivo de Agar Dextrosa

Sabouraud positivo. (Giimrii BT 2011, Gow y cols. 2013)

Negativos: Sin signos clinicos de candidosis bucal, cultivo de Agar Dextrosa Sabouraud negativo.

Especie de Candida: De acuerdo a los resultados obtenido en el cultivo de CHROMAgar® las especies
fueron clasificadas como: C. albicans: color verde claro en cultivo CHROMAgar®, no- albicans: color

diferente a verde claro en CHROMAgar® y confirmacién con prueba bioquimica (API 20C AUX).

Variables independientes:
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Capacidad de formacién de biopelicula: Estructura formada por red de hifas y pseudohifas junto con
matriz tisular y restos celulares, valorando su crecimiento mediante asimilacién de enzima por sistema
multiskan, (Cassone y cols. 2012, Hasan y cols. 2009, Sanchez-Vargas y cols.2013) la cual se

categorizé de la siguiente manera:

Cuadro 4. Clasificacion de la formacion de biofilm por Candida spp.
basada en ensayos con XTT
Formacion de biofilm DO 490nm UFC

Log;o Cels/ml

No produce <0.10 <0.1x10°
Ligeramente productora 0.11-0.40 0.1-0.75 x 10°

Moderadamente productora 0.41-0.74 0.76-2 x 10°

Altamente productora >0.75 >2 x 10°

Séanchez-Vargas y cols. 2013.

Dimorfismo: Formacion de estructuras filamentosas o de tubos germinales a partir de levaduras de
Candida en Agar Harina de Maiz (AHM) y confirmado por frotis citologico con tincion de Gram. Se
dicotomiz6 en Si: crecimiento en AHM vy frotis positivo, No: crecimiento en AHM negativo. (Cassone

y cols. 2012, Sanchez-Vargas y cols 2013).

Unidades formadoras de colonias: No. de colonias formadas por un microorganismo o
microorganismos desarrolladas en un medio de cultivo especifico en un tiempo de incubacién
determinado provenientes del microorganismo en estudio. Se categorizé como <400UFC y >400 UFC.

(Epstein y cols. 1980)

Resistencia antifungica: Crecimiento del patégeno inhibido por una concentracién del agente
antifingico mds alta que el rango observado para cepas silvestres. Valorado mediante halo de
inhibicion clasificindolo como sensibles (S/halo>19mm), sensibles dependiente de la dosis (SDD/halo
15-18mm) o resistentes (R/halo <14mm) que son los valores recomendados por el CLSI para el
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fluconazol y que corresponden a la CMI por el método de diluciéon M27-A3 (S: <8ug/ml, SDD: 16-

32ug/ml y R: >64ug/ml) (Pfaller y cols. 2006).

Consumo de tabaco: Los individuos incluidos en el estudio fueron clasificados como no fumadores,
fumadores y ex fumadores. Los no fumadores fueron individuos que reportaron nunca haber fumado, o
haber fumado menos de un cigarrillo al dia durante toda su vida. Los fumadores fueron definidos como
individuos que habian fumado al menos un cigarrillo al dia durante el afio previo a su inclusion en el
estudio. Los ex-fumadores fueron aquellos individuos que habian dejado de fumar al menos 12 meses
antes de su inclusion al estudio. Se interrogé 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 calculé en paquetes-afio (no. cigarros por dia x 365.25 / 20 x afos 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).

Consumo de alcohol: El consumo de bebidas alcohdlicas fue calculado en unidades de bebida (UB), de
acuerdo al tipo de bebida que sea consumida, y tomando en cuenta el contenido de etanol de cada una

de ellas (SSA, ENA 2002):

Vino 125 ml. Tequila 30 ml.
Ron 30 ml. Mezcal 30 ml.
Licor 30 ml. Cerveza 330 ml.
Brandy 30 ml. Pulque 330 ml.

Los individuos incluidos en el estudio fueron clasificados como no bebedores, bebedores y ex
bebedores. Los sujetos que habian bebido menos de una UB por semana, o que reportaron no haber
bebido nunca fueron considerados no bebedores. Los bebedores fueron definidos como aquellos

individuos que habian bebido al menos una UB por semana durante el afo previo al estudio. Los ex-
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bebedores incluyeron a los individuos que habian dejado de consumir bebidas alcohdlicas al menos un
afio antes de su inclusion en el estudio. Los bebedores y ex-bebedores fueron interrogados acerca de la
edad en la que iniciaron y dejaron de consumir alcohol. Se calcul6 la cantidad acumulativa de UB en
UB-afo (Unidad de bebida semanal x 52 x afios de consumo). La variable Consumo acumulativo de
alcohol fue dividida en tres categorias: 0, <16, y >16 UD-afio (Encuesta Nacional para las Adicciones

2003, 2011).
5.6 Analisis estadistico

Se efectud la descripcion de las variables continuas se calcularon medidas de tendencia central (medias
y medianas) y de dispersion (desviacion estdndar e intervalos intercuartilares); para las variables
categdricas se obtuvieron porcentajes. El analisis bivariado entre la presencia de Candida y las
variables categoricas se realiz6 a través de pruebas de X2 y exacta de Fisher, en los casos que asi se
requirid. Se efectudé prueba de Wilcoxon para establecer asociacion entre las variables independientes
cuantitativas y la presencia de infeccidon o colonizacién y la resistencia antifungica. Se utilizé el

paquete JMP V.9 para el analisis estadistico.
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6. Resultados

Se incluyeron 120 pacientes con VIH/SIDA, 47 (39%) provenientes del INCMNSZ y 73 (61%) de la
CEC; 109 (90%) correspondieron al sexo masculino, con una mediana de edad de 40 (Q;-Qs: 34-47)
afios y 59 (52%), se encontraban en la categoria de SIDA. La mediana de tiempo de diagndstico de
VIH fue de 1,749 (Q;-Qs3: 355-3614) dias; una gran proporcién de los pacientes (95/81%) usaban
TARAA, con una mediana de uso de 1,057 (Q;-Qs3: 362-1982) dias. La mayor parte de los individuos
(76%) presentaron conteos de linfocitos CD4+ mayores de 200 cel/mm”, y carga viral indetectable (80;

72%).

Al comparar a los pacientes por clinica de procedencia se observo que los pacientes de la CEC tenian
menor tiempo de diagndstico de VIH (624; Q;-Qs3: 77-2250 dias), con menor proporcion de pacientes
usando TARAA (50/70%), menor tiempo con TARAA (Md: 543; Q;-Qs: 160-1,127 dias), menos
pacientes con carga viral indetectable (36/55%) y con conteos de linfocitos CD4+ mayores de 200
cél/mm’ (40/62%), en comparacion con los pacientes del INCMNSZ: 45/98% usando TARAA, con
una mediana de 1,830 (Q;-Qs: 1,062-2,142) de dias de uso de TARAA, y una mediana de tiempo de
diagnostico de VIH de 3,194 (Q;-Qs: 2,131-5,102) dias, mayor proporcion con carga viral indetectable

(44/96%) y mas pacientes con conteos de CD4+ mayores a 200 cél/mm’ (44/96%).

Catorce (10.8%) de los 120 pacientes presentaron caracteristicas clinicas compatibles con candidosis
bucal (CB), siendo la variedad eritematosa la mas frecuente (12/9.2%). Nueve de los 14 pacientes con
CB resultaron positivos a Candida sp. en el cultivo de agar dextrosa Sabouraud (ADS), por lo que para
fines del analisis, s6lo se consideraron €stos como casos de infeccion. De las muestras de saliva

recolectadas en los 106 pacientes sin signos clinicos de CB, 38 (31.6%) resultaron positivas en el
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cultivo de ADS, considerdndose como colonizacién. El grupo de pacientes con infeccién (9) o

colonizacion (38) se agruparon como casos “positivos” (47).

Como se observa en el Cuadro 5, no se encontraron diferencias entre las caracteristicas clinicas
tipicamente asociadas a la presencia de candidosis bucal (uso de antibidticos de amplio espectro, uso de
prétesis, consumo de tabaco y alcohol, niveles de glucemia o IHOS) y la presencia o ausencia de
Candida sp. Solo un paciente presentd hiposalivacion, por lo que no se realiz6 el anélisis estadistico
con esta variable. Con relacién al consumo de antibidticos de amplio espectro, se encontré una

diferencia significativa al comparar el grupo de infectados (9) contra el de colonizados (38) (p=0.025).

Se observo mayor historia de uso de antibidticos de amplio espectro en los pacientes de la CEC (15%
[7/48] en los negativos a CSp y 28% [7/25] en los positivos a CSp) en contraste con el 4 al 4.5%

encontrado en pacientes del INCMNSZ.

No se encontrd asociacion significativa al comparar a los pacientes negativos y positivos con las
caracteristicas asociadas al VIH (uso y tiempo de TARAA, CD4+ nadir, nivel de CD4+ y carga viral y
tiempo de diagnostico de VIH). (Cuadro 6) Asi mismo, no se encontro diferencia significativa con estas

variables al compararlas con los pacientes colonizados o infectados.

La especie de Candida se determiné en 43 de los 47 aislamientos, debido a que cuatro de ellos fueron
negativos al resembrarlos en el medio cromogénico, por lo que fueron considerados como pacientes
infectados con otra especie fungica (no Candida). Como se refiere en el Cuadro 7, la especie més
frecuentemente identificada fue C. albicans, las especies C. no albicans se presentaron Unicamente en
colonizacién y se observaron 2 casos de co-infeccion entre C. albicans y C. glabrata (uno en los

colonizados y el otro en los infectados). En los 73 pacientes de la CEC tnicamente se identificé C.
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albicans, las especies Candida no albicans s6lo se presentaron en los aislamientos de los 43 pacientes

del INCMNSZ.

Como se describe en el Cuadro 8, el grupo de pacientes con infeccién por Candida sp, presentd un
mayor conteo de UFC comparado con el grupo de colonizados (p <0.001), en todos los casos de
infeccion se obtuvo un conteo mayor o igual a las 400 UFC. Adicionalmente, se observé una mayor
produccién de UFC en la especie C. albicans (Md: 600 Q;-Qs: 200 — 6,000 UFC) en contraste con las
especies C. no albicans (200 (Q;-Q3: 200 — 400 UFC), aunque la diferencia no fue significativa (p

0.073) (Cuadro 9).

No se observd asociacion entre los factores de virulencia estudiados (capacidad de dimorfismo y
formacion de biofilm) y el estatus a colonizacion o infeccion por tipo de especie (Cuadros 8 y 9). Se
encontr6 una frecuencia de resistencia a fluconazol en el 39.5%, una mayor proporciéon en los
pacientes colonizados (41.2%) que en los infectados (33.3%), siendo la diferencia no significativa

(p=1.000). (Cuadro 8)
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Cuadro 5. Caracteristicas clinicas de 120 pacientes con VIH/SIDA de acuerdo con el estatus a

Candida sp.

Negativos Positivos Total
(n=73) (n=47) p (n=120)
n (%) n (%) n (%)

Uso antibidticos amplio espectro n=Tl n=tis

Si 8 (11.3) 8 (17.00 0.371° 16 (14.0)

No 63 (88.7) 39 (83.0) 102 (86.0)
Uso de prétesis n=l n=is

Si 2 (3.0 3 (60 0346 5 (4.0

No 69 (97.0) 44 (94.0) 113 (96.0)
Consumo de tabaco

Si 16 (22.0) 14 (30.0) 0.331° 30 (25.0)

No 57 (78.0) 33 (70.0) 90 (75.0)
Consumo de alcohol

Si 17 (23.0) 8 (17.0)  0.409° 25 (21.0)

No 56 (77.0) 39 (83.0) 95 (79.0)
Mediana de glucosa en sangre (Q;-Q;) (mg/dL) 93 (88-102) 91 (85-98) 0.173" 93 (88-99)

Distribucién n=61 n=t4 n=105

<100 mg/dL 44 (72.0) 37 (84.0) 0.149° 81 (77.0)

>100 mg/dL 17 (28.0) 7 (16.0) 24 (23.0)
Mediana de sialometria (Q;-Qs) (cm/5min) 55(4.3-6.5) 55(4.5-6.5) 0.689° 5.5 (4.4-6.5)

Distribucion n=71 n=118

>1.5 (normal) 71 (100) 46 (98.0) NA 117 (99.0)

<1.5 (hiposalivacién) 0 C 0 1 (2.0 1 (10)
Indice de higiene bucal =1 = Pl

Buena (0-1.2) 54 (77.1) 30 (77.0) 0.979" 84 (77.1)

Regular (1.3-3) 16 (22.9) 9 (23.0) 25 (22.9)

4Chi cuadrada de Pearson; ®Prueba de Wilcoxon;

NA=No aplica.

‘Prueba exacta de Fisher.
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Cuadro 6. Valores de laboratorio, uso y tiempo de TARAA y tiempo de diagndstico de VIH en 120
pacientes con VIH/SIDA de acuerdo al estatus a Candida sp.

Negativos Positivos Total
(n=73) (n=47) p (n=120)
n (%) n (%) n (%)

Uso de TARAA n=70 =t

Si 59 (84.0) 36 (77.0) 0.332¢ 95 (81.0)

No 11 (16.0) 11 (23.0) 22 (19.0)
Mediana uso de TARAA (Q;-Q5) dias 1034 (362-1949) 1057 (348-2084) 0.751” 1057 (362-1982)

Distribucion n=67 n=35 =94

< 30 dias (1 mes) 2 ( 3.0 2 (6.0 4 ( 4.0)

30-365 dias (1 a 12 meses) 11 (19.0) 7 (20.0) 18 (19.0)

>365 dfas (12 meses) 46 (78.0) 26 (74.0) 72 (77.0)
Mediana de CD4 nadir (Q;-Q5) cél/mm’ 187 (107-373) 212 (162-344) 0.823" 198 (119-348)

Distribucion n=66 n=43 n=109

< de 200 células/mm’ 34 (51.5) 20 (46.5) 0.609" 54 (49.5)

> de 200 células/mm’ 32 (48.5) 23 (53.5) 55 (50.5)
Mediana de CD4 (Q;-Q3) cél/mm* 437 (205-614) 382 (193-598) 0.452" 406 (198-614)

Distribucion n=67 n=44 n=111

< de 200 células/mm’ 16 (24.0) 11 (25.0) 0.893° 27 (24.0)

> de 200 células/mm’ 51 (76.0) 33 (75.0) 84 (76.0)
Mediana de CV (Q;-Q3) copias/ml 39 (39-6588) 39 (39-4290) 0.645" 30 (39-6065)

Distribucion n=68 n=43 n=111

CV indetectable 49 (72.0) 31 (72.0) 80 (72.0)

< de 10,000 copias RNA/ml 5 (7.0 3 (70 0680 8 (7.0

> de 10,000 copias RNA/ml 14 (21.0) 9 (21.0) 23 (21.0)
Mediana tiempo dx. VIH (Q;-Q3) dias 1420 (457-3764) 1891 (120-3504) 0.751° 1749 (355-3614)

n=68

n=46

n=114

TARAA=Terapia antirretroviral altamente activa; CV= carga viral. *Chi cuadrada de Pearson; "Prueba de Wilcoxon; “Prueba exacta de

Fisher.
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Cuadro 7. Especies de Candida aisladas en mucosa bucal de 47 pacientes con VIH/SIDA de acuerdo a

estatus de Candida sp.

Colonizados Infectados Total
(n=38) (n=9) (n=47)
n (%) n (%) n (%)
Especie de Candida n=43%*
C. albicans 27 (71.1) 8 (88.9) 35 (82.0)
No albicans
C. glabrata 3 (179 0(C 0 3 ( 8.0
C. dubliniensis 1 ( 2.6) 0(C 0 1 (2.0
C. parapsilopsis 1 ( 2.6) 0(C 0 1 (2.0
C. intermedia 1 ( 2.6) 0(C 0 1 (2.0
Dos especies
(C. albicans/C.glabrata) 1 ( 2.6) 1 (11.1) 2 (4.0

*En 4 pacientes el cultivo fue negativo, lo cual sugiere que pudieron corresponder a otra especie fiingica (No

Candida)
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Cuadro 8. Factores de virulencia y su asociacién con colonizacion e infeccién de Candida de 43

pacientes con VIH/SIDA.
Colonizados Infectados Total
(n=34) (n=9) P (n=43)
n (%) n (%) n (%)
Dimorfismo
Si (+filamentaciéon AHM) 9 (26.5) 2 (22.2) 1.000° 11 (25.6)
No 25 (73.5) 7 (77.8) 32 (74.4)
Resistencia fluconazol
Resistentes (sin halo o <14 mm) 14 (41.2) 3 (33.3) 1.000" 17 (39.5)
Sensibles (> 19 mm) 20 (58.8) 6 (66.7) 26 (60.5)
Mediana de biofilm (Q;-Q;) no. de cél. viables 2.2 (1.9-2.6) 2.3 (2-2.5) 0.928" 2.2 (1.9-2.6)
Distribucion
Alta capacidad (>0.75) 34 (100) 9 (100) 43 (100)
Mediana de UFC (Q;-Q3) No. colonias/ml 200 (200-650) 7400 (3700-13300)  0.0001° 300 (200-4250)
Distribucion
<400 UFC 21 (61.8) 0( 0 0.001° 21 (49.0)
> 400 UFC 13 (38.2) 9 (100) 22 (51.0)

UFC=Unidades formadoras de colonias; AHM= Agar harina de maiz. *Prueba exacta de Fischer;, ® Prueba de Wilcoxon.
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Cuadro 9. Factores de virulencia y su asociacién con el tipo de especie de Candida de 45 especies
aisladas en 43 pacientes con VIH/SIDA.

Albicans No albicans Total
(n=37) (n=8) p (n=45)
n (%) n (%) n (%)
Dimorfismo
Si (+filamentacién AHM) 8 (21.6) 3 (37.5) 0.382° 11 (24.4)
No 29 (78.4) 5 (62.5) 34 (75.6)
Resistencia fluconazol
Resistentes (sin halo o <14 mm) 15 (41.0) 4 (50.00 0.704° 19 (42.2)
Sensibles (> 19 mm) 22 (59.0) 4 (50.0) 26 (57.8)
Mediana de Biofilm (Q;-Q3) No. de cél.viables 2.4 (2-2.6) 2 (1.8-2.1) 0.065> 22 (1.9-2.6)
Distribucion
Alta capacidad (>0.75) 37 (100) 8 (100) 45 (100)
Mediana de UFC (Q1-Q3) No. colonias/ml 600 (200-6000) 200 (200-400) 0.073” 400 (200-5000)
Distribucion n=6 n=43*
<400 UFC 16 (43.0) 5 (83.0) 0.094° 21 (49.0)
> 400 UFC 21 (57.0) 1 (17.0) 22 (51.0)

UFC=Unidades formadoras de colonias; AHM= agar harina de maiz,.”Prueba exacta de Fischer; "Prueba de Wilcoxon.
*Debido a que el conteo de UFC se realiz6 del cultivo de ADS previo a la identificacion de la especie, de los 2 cultivos que presentaron co-
infeccion el conteo aparece junto por lo que disminuyen dos especies en este rubro.
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7. Discusion.

En la presente investigacion se observé una baja prevalencia de candidosis bucal (10.8%), sin embargo
se obtuvo una alta frecuencia de cultivos positivos a Candida sp. con 47 (39.2%) casos. La especie mas
frecuente fue C. albicans tanto en colonizacién como en infeccién, seguida de C. glabrata.
Adicionalmente, se observé una asociacion significativa entre el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC) y colonizacién o infeccion (p<0.0001) donde todos los casos de infeccion presentaron
UFC mayores de > 400 UFC; asi mismo, se obtuvo un alto porcentaje de resistencia a fluconazol

(39.5%)

Desde 1983, cuando se reportaron los primeros casos de VIH/SIDA en nuestro pais, (Valdespino y
cols.) se observo que los pacientes infectados con VIH/SIDA eran susceptibles a desarrollar infecciones
oportunistas, siendo la candidosis la principal manifestacion bucal de la infeccion por VIH, (Patton y
cols. 2013, Kwamin y cols. 2013; Li y cols. 2013; Back-Brito y cols. 2009). La CB se ha considerado
como un marcador clinico de progresion de la enfermedad (Leao y cols. 2009, Chidzonga y cols. 2008.
Ranganathan y cols. 2006) y de falla al tratamiento antirretroviral (Lopez-Verdin y cols. 2014,

Ramirez-Amador y cols. 2007, Gaitdn-Cepeda y cols. 2005)

En concordancia con los datos epidemioldgicos del VIH/SIDA en México (CENSIDA Reporte junio
2014) y el mundo (UNAIDS Reporte Global 2014), los individuos con VIH/SIDA incluidos en este
estudio eran principalmente pacientes del sexo masculino (90%). En México, hasta junio de 2014, se
tenia registrado que el 75.3% de los 50,497 casos con VIH y el 83% de los 65,365 reportados con
SIDA eran hombres, observando una mayor proporcion de los casos en adultos jévenes (25-49 afios de
edad), (CENSIDA Reporte junio 2014) lo cual es semejante a la observada en la poblacién de (

mediana de edad 40 [Q;-Q3: 34-47] afos).
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La mayoria de los pacientes incluidos (81%) utilizaban TARAA, con una mediana de tiempo de 1,057
dias. Este hallazgo concuerda con los datos actuales de CENSIDA, que informa que en México, el
52.2% de las personas con VIH/SIDA reciben tratamiento antirretroviral (CENSIDA Reporte junio
2014). Los sujetos incluidos en el estudio provienen de dos centros de referencia localizados en la
Ciudad de México, el 61% de ellos de la Clinica Especializada Condesa (CEC) y el 39% del Instituto

de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubirdn (INCMNSZ).

En los pacientes provenientes del INCMNSZ, se observé una mayor proporcién de uso de TARAA
(98%), en consecuencia, una frecuencia mayor de pacientes presentaron conteos de CD4+ superiores a
las 200 cél/mm’ (96%) y una mayor cantidad de sujetos tenfan carga viral indetectable (96%). En
comparacion, una menor proporcién de los sujetos de la CEC estaban con TARAA (70%), con menor

cantidad de casos con CD4 >200 (61%) y menor cantidad de sujetos con CV indetectable (55%).

En el presente estudio se obtuvo una baja prevalencia de CB (10.8%), mayor al 3.9% publicado en
pacientes adultos en Brasil (da Silva y cols. 2008) y similar al 9.1% encontrado en Sudafrica (Owotade
y cols. 2013), cabe mencionar que el 66% (da Silva y cols. en 2008) y el 94% (Owotade y cols. 2013)
de los pacientes se encontraban con TARAA vy al igual que en el presente trabajo, la mayoria de los
individuos incluidos presentaron niveles mayores a las 200 células CD4+ y carga viral indetectable, lo
cual indica restauracion del sistema inmune y supresion viral debido al uso de la terapia antirretroviral
(Pinzone y cols. 2012), disminuyendo la frecuencia de lesiones bucales asociadas a la inmunosupresion
ocasionada por la infeccion del VIH, incluyendo la candidosis bucal. (Patton y cols. 2013, Prakash y
cols. 2012, Anwar y cols. 2012, Tami-Maury 2011) Sin embargo, en trabajos recientes, en los que los
sujetos estudiados estaban iniciando TARAA (Tami-Maury 2011), se report6 una prevalencia de 37.8%
(Tami-Maury 2011) de CB. En poblaciones virgenes a TARAA el porcentaje de candidosis bucal se

incrementa, hasta el 76% en poblacion de adultos (Berberi y cols. 2015).
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Con relacién a la frecuencia de colonizacién por Candida sp, el 31.7% encontrado en el presente
estudio es menor al 59.4% de un estudio similar (Owotade y cols. 2013), en ambos trabajos se observa
una baja prevalencia de CB y una mayor cantidad de colonizacién. Se han propuesto algunas teorias
para estas diferencias, como la inhibicién de proteinas como la aspartil proteasa (SAP’s) por el uso de
TARAA, que disminuye los factores de virulencia del microorganismo sin ocasionar un dafio directo
sobre éste, por lo que permanece colonizando al hospedero (De Bernardis y cols. 2004, Gaitan-Cepeda
y cols. 2014). También se ha sugerido que factores locales como la presencia de lesiones cariosas
podria incrementar la probabilidad de colonizacién por parte de Candida sp, (Cerqueira y cols. 2010,
Gaitdn-Cepeda 2014) ya que se ha observado que necesita de otros microorganismos como
Streptoccocus mutans y Lactobacillus para formar biopeliculas, facilitando dicha colonizacion

(Srivastava y cols. 2012).

Los pacientes colonizados por Candida sp. pueden potencialmente desarrollar candidosis bucal, ya que
cualquier disminucién en el sistema inmunolégico facilitaria la infeccién por el hongo. A este respecto,
el uso de profilaxis antimicética en pacientes susceptibles es controversial, ya que se ha reportado el
surgimiento de especies resistentes a estos farmacos y el desarrollo de candidemia durante el

tratamiento (Alexander y cols. 2005, Pfaller y cols. 2012).

Debido a la alta proporcion de pacientes con TARAA tanto en los sujetos negativos como en los
colonizados o infectados, no fue posible identificar posibles asociaciones con la infecciéon o
colonizacion por Candida sp. Resultados similares han sido publicados en México por Sanchez-
Vargas y cols. (Sanchez-Vargas y cols. 2005) y en Brasil en 2008 por da Silva y cols. (da Silva y cols.

2008).
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Se ha sugerido que la frecuencia de CB o colonizacién estd relacionada, particularmente en pacientes
con TARAA, con otros factores no asociados directamente con la infeccién por VIH, como son la
especie de Candida y los factores de virulencia de la misma. (Sdnchez-Vargas y cols. 2005) Sin
embargo, otras investigaciones (Anwar y cols. 2012, Prakash y cols. 2012) han encontrado asociacién
significativa con algunas de estas variables (conteo bajo de CD4+), y la presencia de CB (Anwar y

cols. 2012, Prakash y cols. 2012).

Candida albicans es la principal especie identificada en la mayoria de los aislamientos realizados en
pacientes con VIH/SIDA (Kwamin y cols. 2013, Owotade y cols. 2013, Mulu y cols. 2013, Patel y cols.
2012, Prakash y cols. 2012, Anwar y cols. 2012), resultados similares se observaron en este estudio,
donde la especie mas frecuente fue C. albicans tanto en colonizacién como en infeccion, seguida de C.
glabrata que se presentd unicamente en colonizacion. En pacientes con VIH/SIDA se han mencionado
especies Candida no albicans tanto re-emergentes como emergentes en el desarrollo de CB
principalmente C. glabrata y C. dubliniensis (Patel y cols 2012). Algunos autores (Patel y cols 2012,
Kirkpatrick y cols. 1998) sugieren que este cambio epidemioldgico puede deberse a una mayor
identificacion de la especie en el caso de C. dubliniensis, que fenotipicamente puede ser confundida
con C. albicans ocasionando que sea subdiagnosticada o al desarrollo de resistencia a fluconazol en el
caso de C. glabrata, debido a exposiciones previas a este farmaco favoreciendo el crecimiento de esta

especie (Patel y cols 2012, Borst y cols. 2005).

En el presente estudio no se encontré asociacién entre los factores de virulencia (dimorfismo y
capacidad de formacion de biopelicula) y la colonizacién, infeccion o el tipo de especie; sin embargo,
es importante resaltar que las especies de Candida no albicans se presentaron Unicamente en
colonizacién. Se ha descrito que el tipo de especie de Candida puede estar asociado con la capacidad

de colonizacién o infeccién debido a los diferentes factores de virulencia de cada una, C. albicans por
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su alta capacidad de dimorfismo y produccién de enzimas hidroliticas, se ha relacionado con infeccién
por su capacidad de invasioén a los tejidos (Jacobsen y cols. 2012, Cassone y cols. 2012). Por el
contrario, las especies Candida no albicans se han reportado mds en colonizacién, debido a que
cuentan con produccion de adhesinas lo que facilita la unién de estas levaduras al epitelio, sin embargo,
presentan una capacidad limitada o nula de dimorfismo disminuyendo su potencial de penetracién e
invasion (Khan y cols. 2012, Cassone y cols. 2012 y Hasan y cols. 2009). Asimismo, se ha observado
una mayor capacidad de formacién de biopelicula de la especie C. albicans debido a que la
transformacion de levadura a hifa es necesaria para la maduracion del biofilm confiriéndole una mayor

estabilidad (Blankenship y Mitchell 2006).

Algunos autores (Jacobsen y cols. 2012) han llegado a proponer como blanco terapéutico la inhibicién
de la capacidad de dimorfismo para evitar el desarrollo de CB pero tnicamente en las etapas iniciales
de la infeccidn, ya que en estadios avanzados de la enfermedad como en la candidiasis diseminada, se
ha observado que la forma de levadura es la que predomina y facilita dicha diseminacién (Jacobsen y

cols. 2012).

El conteo de unidades formadoras de colonias ha sido utilizado para establecer un punto de corte entre
los pacientes colonizados y los infectados. Epstein y cols. (Epstein y cols. 1980) determinaron que los
conteos mayores o iguales a 400 UFC son indicadores de infeccion, y los conteos menores a estas cifras
son compatibles con colonizacion. Este punto de corte ha sido aplicado en otros trabajos (Singh y cols.
2014, Kumar y cols. 2005, Moreira y cols. 2001) donde al igual que en el presente estudio, todos los
pacientes infectados presentaron un conteo > a 400 UFC encontrando diferencia significativa (p=0.001)
al compararlo con los pacientes colonizados. En relacién al tipo de especie y nimero de UFC se
presentd un mayor conteo en la especie C. albicans en comparacion con las Candida no albicans

aunque no se observo una diferencia significativa al comparar los dos grupos.
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En pacientes infectados por VIH/SIDA se ha informado una frecuencia de resistencia a fluconazol, que
varia de un 10.8% (Sanchez-Vargas y cols. 2005) — 12.8% (Anwar y cols. 2012) hasta un 23.8% (Jeddy
y cols. 2011) y 32% (Mulu y cols. 2013). En este estudio se obtuvo una alta prevalencia de resistencia a
fluconazol de 39.5% observando un 41% en colonizacién y un 33% en los casos de infeccion, esto
ultimo podria atribuirse a que todas las especies de Candida no albicans se presentaron Unicamente en
colonizacién aumentando el porcentaje de resistencia en este grupo, ya que se sabe que estas especies
son menos sensibles a los azoles principalmente C. glabrata que fue la especie Candida no albicans

mas frecuente en este estudio.

No se encontré asociacién entre resistencia a fluconazol y colonizaciéon y CB o tipo de especie de
Candida. Cabe mencionar que al comparar la frecuencia de resistencia a fluconazol por centro de
referencia se observd una mayor resistencia en los pacientes provenientes del INCMNSZ (55.5%) en
comparacion con los de la CEC (32%), lo cual podria deberse a que los pacientes del INCMNSZ,
tienen mayor tiempo de diagndstico de VIH y han recibido atencién médica en este centro durante
periodos largos, por lo que existe la probabilidad de haber recibido antimicéticos. Sin embargo la
exposicion a antiftingicos fue una variable que no se consider6 en este estudio, por lo cual tinicamente

se puede inferir sobre el resultado de esta diferencia.

La resistencia a fluconazol tiene implicaciones muy importantes para el paciente que es portador de una
cepa resistente, se sabe que las especies de Candida resistentes a antimicOticos presentan cambios en la
composicion y organizacion de la pared celular ocasionando una alteracién en la deteccion del hongo
por parte de las células del sistema inmunoldgico, (Gow y cols. 2011, Lewis y cols. 2012) facilitando la
diseminacion de Candida sp. a otros tejidos; incluso se ha observado que en aquellos pacientes que han
estado con tratamiento profilactico con antimicGticos presentaron cepas resistentes principalmente a

azoles con el posterior desarrollo de Candidemia. Ademds, en estos pacientes existe una mayor
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posibilidad de falla terapéutica en caso de someterse posteriormente a un tratamiento antimicético con

compuestos azdlicos (Alexander y cols. 2005, Pfaller y cols. 2012).

A pesar de que el fluconazol presenta una excelente biodisponibilidad (>90% en plasma) haciéndolo el
principal antimicético de elecciéon en pacientes inmunocomprometidos con riesgo a desarrollar
candidosis o con candidosis invasiva o sistémica ya existente, se debe considerar que al igual que todos
los azoles presenta cierto grado de hepatotoxicidad, esto aunado a la alta proporcién de resistencia que
se ha reportado con el uso de este antimicético (Akpan y cols. 2002). Algunos autores sugieren que esta
resistencia podria evitarse si el fluconazol se utilizara adecuadamente, de acuerdo a las
recomendaciones de las guias existentes en pacientes con VIH o con otro tipo de inmunosupresion, las
cuales sugieren no utilizar el firmaco cuando existié uso previo de fluconazol recientemente y aunque
se recomienda en ciertos casos como tratamiento profilctico, éste debe de suspenderse cuando se haya
iniciado la terapia antirretroviral y el nivel de CD4+ haya aumentado para evitar el uso crénico del
mismo. Asimismo, cuando existen especies de Candida no albicans como C. glabrata y C. krusei se
recomienda el uso de otros antifingicos como las equinocandinas, a excepcion de C. parapsilopsis

donde el fluconazol se sugiere como terapia inicial (Pappas y cols. 2009, Brooks y cols. 2009).
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8. Conclusion.

e A pesar de la disminucidn observada en la prevalencia de lesiones bucales asociadas al VIH en
la era post-TARAA, la candidosis bucal continia siendo la infeccion mas frecuente en los
pacientes con VIH/SIDA.

e En pacientes controlados (con TARAA y conteos >200 cél/mm’ y CV indetectable), factores no
asociados con la infeccién por VIH podrian estar relacionados con el desarrollo de candidosis
bucal como el consumo de antibidticos de amplio espectro, el uso previo de antimicéticos u
otros factores de virulencia que no fueron considerados en este estudio.

e [a alta frecuencia de resistencia a fluconazol observada hace necesario considerar otras

opciones terapéuticas.
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9. Limitaciones del estudio

e Tamafo de muestra: ya que existi6 dificultad para el anélisis con algunas variables.
e Las propias de un estudio transversal: dificultad en la obtencidn de la informacién y en la
validez de la misma. (Ej. Uso previo de antimicéticos)

e No haber utilizado un método mads sensible para evaluar la resistencia a fluconazol como un

método por dilucién.
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10. Perspectivas
e Realizar un estudio inicamente sobre resistencia antifingica ya que los factores asociados son
diversos y complejos.
e Evaluar la resistencia a otros antimicoticos.

e Sobreexpresion de genes y las mutaciones en la enzima lanosterol desmetilasa ya que es el

blanco de los antiftingicos azoles.

e Comenzar a caracterizar la prevalencia de los mecanismos de resistencia de los azoles para

brindar mejores opciones terapéuticas.
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12. Anexos

Anexo 1.

Criterios para el inicio de la terapia antirretroviral (SSA/CENSIDA 2014)

Guia del manejo antirretroviral de

personas con VIH

Condicion o circunstancia

Conteo de CD4+ (células por mm”)

<350 350-500 >500
Enfermedad asintomdtica por el VIH Considerar* Considerar
Reducir la transmision del VIH R Considerar Considerar
Enfermedad sintomética por el VIH (estadio B o C del CDC*)
. . . Recomendado Recomendado
incluida la tuberculosis
Primoinfeccién por VIH (especialmente con sindrome retroviral B Considerar Considerar
agudo)
Caida del conteo celular de CD4+ >100 células/mm’ en un afio Recomendado Recomendado
Carga viral del VIH en plasma alta (mas de 100,000 copias/ml) C Considerar Considerar
Edad mayor a 55 afios 0 Recomendado Considerar
Embarazo Recomendado Recomendado
Nefropatia M Recomendado Recomendado
Deterioro cognitivo Recomendado Recomendado
Linfoma de Hodgkin B Recomendado Recomendado
Neoplasia asociadas a VPH* Recomendado Recomendado
Neqpla51a§ en tratamiento con quimio o Considerar Considerar
radioterapia N
. Enfermedades autoinmunes Considerar Considerar
Condiciones Alto 1i d Jar (i
asociadas al VIH 0 TIESg0 cardiovascuiar trlesgo D Considerar Considerar
10 incluidas en estimado a 10 afios mayor al 20%)
categorias B o C Hepgtms cronica activa por Vitus B que A Recomendado Recomendado
del CDC requiere tratamiento anti VHB
Hepat1t1.s cronica agtlva por‘V1rus B que D Recomendado Recomendado
no requiere tratamiento anti VHB
Hepgtltls cronica activa por virus C que 0 Recomendado Recomendado
requiere tratamiento anti VHC
Hepeatitis crénica activa por virus C en la
que el tratamiento anti VHC no es Recomendado Recomendado

factible

Considerar*( la terapia antirretroviral se analiza y ofrece minuciosamente con cada paciente para informarle de sus pros y contras de manera

individualizada)
CDC** (Centro para el control y la prevencion de enfermedades de Estados Unidos)
VPH*** (Virus de papiloma humano)
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Anexo 2.

Medicamentos para el tratamiento de VIH aprobados por la FDA. (FDA 2014)

Nombre genérico

Marca comercial

Fecha de aprobacion

Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los nucleésidos (ITIN)

Abacavir Ziagen 17 de diciembre del 1998
(sulfato de abacavir, ABC)
Didanosina Videx 9 de octubre del 1991
(didanosina de liberacion retardada, -

Videx EC 31 de octubre del 2000

dideoxinosina, didanosina
revestimiento entérico, ddI, ddI EC)

(recubrimiento entérico)

Emtricitabina Emtriva 2 de julio del 2003
(FTC)

Lamivudina Epivir 17 de noviembre del 1995
(3TC)

Estavudina Zerit 24 de junio del 1994
(d4T)

Fumarato de disoproxilo de tenofovir Viread 26 de octubre del 2001
(tenofovir DF, TDF)

Zidovudina Retrovir 19 de marzo del 1987

(azidothymidina, AZT, ZDV)

Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de los nucleésidos (ITINN)

Delavirdina Rescriptor 4 de abril del 1997
(mesilato de delavirdina, DLV)
Efavirenz Sustiva 17 de septiembre del 1998
(EFV)
Etravirina Intelence 18 de enero del 2008
(ETR)
Nevirapina Viramune 21 de junio del 1996
(NVP) .

Viramune XR (extended 25 de marzo del 2011

release)
Rilpivirina Edurant 20 de mayo del 2011
(clorhidrato de rilpivirina, RPV)
Inhibidor de la proteasa (IP)

Atazanavir Reyataz 20 de junio del 2003
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(sulfato de atazanavir, ATV)

Darunavir Prezista 23 de junio del 2006
(etanolato de darunavir, DRV)
Fosamprenavir Lexiva 20 de octubre del 2003
(fosamprenavir célcico, FOS-
APV, FPV)
Indinavir Crixivan 13 de marzo del 1996
(sulfato de indinavir, IDV)
Nelfinavir Viracept 14 de marzo del 1997
(mesilato de nelfinavir, NFV)
Ritonavir Norvir 1 de marzo del 1996
(RTV)
Saquinavir Invirase 6 de diciembre del 1995
(mesilato de saquinavir, SQV)
Tipranavir Aptivus 22 de junio del 2005
(TPV)
Inhibidores de la fusiéon
Enfuvirtida Fuzeon 13 de marzo del 2003
(T-20)
Inhibidores de la entrada
Maraviroc Selzentry 6 de agosto del 2007
(MVCO)
Inhibidores de la integrasa
Dolutegravir Tivicay 13 de agosto del 2013
(DTG)
Elvitegravir Vitekta 24 de septiembre del 2014
(EVG)
Raltegravir Isentress 12 de octubre del 2007

(potasio de raltegravir, RAL)

Combinacion de medicamentos contra el VIH
Esta clase de medicamentos contiene dos o mas medicamentos contra el VIH de una o mas clases.

Abacavir y lamivudina

(sulfato de abacavir / lamivudina, ABC

/ 3TC)

Epzicom

2 de agosto del 2004

Abacavir, dolutegravir y lamivudina Triumeq

(sulfato de abacavir / dolutegravir
sédico / lamivudina, ABC / DTG/

22 de agosto del 2014
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3TC)

Abacavir, lamivudina y zidovudina
(sulfato de abacavir / lamivudina /
zidovudina, ABC / 3TC / ZDV)

Trizivir

14 de noviembre del 2000

Atazanavir y cobicistat
(sulfato de atazanavir / cobicistat, ATV
/ COBI)

Evotaz

29 de enero del 2015

Darunavir y cobicistat
(darunavir etanolato / cobicistat, DRV /
COBI)

Prezcobix

29 de enero del 2015

Efavirenz, emtricitabina y fumarato
de disoproxilo de tenofovir

(efavirenz / emtricitabina / tenofovir,
efavirenz / emtricitabina / tenofovir DF,
EFV / FTC / TDF)

Atripla

12 de julio del 2006

Elvitegravir, cobicistat,
emtricitabina, y fumarato de
disoproxilo de tenofovir

(QUAD, EVG/ COBI/ FTC / TDF)

Stribild

27 de agosto del 2012

Emtricitabina, rilpivirina y fumarato
de disoproxilo de tenofovir
(emtricitabina / clorhidrato de
rilpivirina / fumarato de disoproxilo de
tenofovir, emtricitabina / rilpivirina /
tenofovir, FTC / RPV / TDF)

Complera

10 de agosto del 2011

Emtricitabina y fumarato de
disoproxilo de tenofovir
(emtricitabina / tenofovir, FTC / TDF)

Truvada

2 de agosto del 2004

Lamivudina y zidovudina
(3TC/ZDV)

Combivir

27 de septiembre del 1997

Lopinavir y ritonavir
(lopinavir reforzado con ritonavir,
LPV/r, LPV /RTV)

Kaletra

15 de septiembre del 2000

Intensificadores farmacocinéticos
Esta clase de medicamentos se usan en el tratamiento del VIH para incrementar la eficacia de un
medicamento contra el VIH incluido en un régimen contra ese virus.

Cobicistat
(COBI)

Tybost

24 de septiembre del 2014
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Anexo 3.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Caracteristicas fenotipicas y genotipicas en las especies de Candida aisladas de la mucosa bucal

de pacientes con VIH/SIDA.

El objetivo de esta investigacion es establecer la relacion que existe entre los factores de virulencia de
especies de Candida y la presencia de colonizacion o infeccion y los pardmetros clinicos (TARAA) y
de laboratorio (CD4+, carga viral) de los pacientes con VIH/SIDA. Lo anterior, nos permitird la
eleccion del tratamiento mds adecuado para candidosis bucal y mejorar asi la calidad de vida de los
pacientes.

La candidosis bucal es la infeccion flingica oportunista mds comun en los pacientes con VIH/SIDA, se
tienen reportes que cerca del 90% de los estos pacientes tienen candidosis bucal. Si esta infeccién no se
trata correctamente puede evolucionar a candidosis orofaringea y esofagica causando sintomas mas
severos como dificultad para deglutir, dolor al deglutir, alteracion en la percepcion de los sabores,
hemorragia y fistula esofagotraqueal.

Para esta investigacion se requerird de un cuestionario (donde se obtendrdn datos personales,
antecedentes patoldgicos personales), de una toma de muestra de saliva, una exploraciéon bucal y en
caso de que se encuentren signos compatibles con infeccion por Candida se realizard la toma de una
citologia de la zona afectada (que consiste en hacer un raspado del drea con un abatelenguas y se
colocard sobre un portaobjetos y se fijard con citospray), la cual serd analizada en el laboratorio y si
resulta positiva se dard tratamiento antimicético. Estos procedimientos inicamente se realizardn en una
sola ocasion.

Su participacién en esta investigacion es totalmente voluntaria. Usted puede elegir participar o no
hacerlo. Tanto si elige participar o no, continuardn todos los servicios que reciba en esta clinica y nada
cambiard. Usted puede retirarse del proyecto posteriormente ain cuando haya aceptado con
anterioridad si asi lo desea.

Las muestras recolectadas seran llevadas al laboratorio y se realizaran cultivos con medios especificos
para poder determinar los factores de virulencia de acuerdo al tipo de especie aislada y se establecerd
también su resistencia antifungica. Esto nos permitird conocer si los tratamientos implementados hasta
este momento tanto para controlar la candidosis como para tratar la infeccion por VIH/SIDA bucal han
sido los mds adecuados y si no ha sido asi implementar un cambio en los tratamientos que permitan
disminuir la frecuencia de esta infeccion fungica.
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Los beneficios de participar en la investigacion es que si resulta positivo para infeccién por Candida
recibird tratamiento, de la misma manera si se encontrara otra lesion que no tenga que ver con
candidosis se le informard, se explicard su origen y realizard tratamiento en caso de requerirlo.

Toda la informacién obtenida asi como los datos de laboratorio serdn confidenciales y s6lo serdn
utilizados para fines de la presente investigacion y Unicamente tendrdn acceso a ella los investigadores
que participan en el proyecto.

Si tiene cualquier pregunta puede hacerla ahora o mads tarde, incluso después de haberse iniciado el
estudio.

He leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de preguntar
sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente participar en esta investigacion como participante y entiendo que tengo el derecho
de retirarme de la investigacion en cualquier momento sin que me afecte en ninguna manera mi
cuidado médico.

Nombre del participante
Firma del participante
Fecha ( / / )

Dia/mes/aiio

Nombre del testigo

Firma del testigo

Fecha ( / / )
Dia/mes/aiio

Nombre del Investigador

Firma del Investigador

Fecha ( / / )
Dia/mes/aiio
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Anexo 4.

Ficha recoleccion de datos

Resistencia antifiingica, dimorfismo y formacion de biopelicula en especies de Candida aisladas
en la mucosa bucal de pacientes con VIH/SIDA.

Fecha: ( / / ) ID No. Exp.:

1.DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

Nombre: Fecha nacimiento: (___/ / ) Edad: anos. Estado civil: (___) Escolaridad: (___)
Ocupacioén: Lugar de nacimiento: Lugar de residencia,

2. MODIFICADORES

Enfermedades Sistémicas Si() No(_) Cual:(_ ) ) I)C
Consumo de farmacos Si() No() Cudl( ) I N
Consumo de tabaco Si_ No__  Ex-fumador Si_ No__  No/dia No/sem No/mes No/afio Inicio___/térm.
Consumo de alcohol  Si__ No__ Ex-bebedor Si_ No__  UB/dia UB/sem UB/mes UB/ario Inicio___/térm.

(Cerveza y pulque 330 ml, vino 125 ml, tequila, ron, licor, mezcal, whisky, vodka, brandy 30ml)

Prétesis dental Si(__) No(__) Tipo: () )()

3.VIH/SIDA
Fecha dx. VIH: ( / / ) CD4+ NAD:
Signos y sintomas iniciales: (__)(__)(_ ) ) ) )() CDC C. Viral CD4+ Fecha: (_/ /)
Neutros Linfos. Tot.: Leucos Glucosa:
LB inicial: (___) Localizacion: (__)(__)(_) Tx:
(__) Localizacion: (__)(__)(_) Tx:
TARAA. inicial: Fecha: (___/ /)
Signos y sintomas actuales: (_)(_ ) ) ) ) ) C. Viral CD4+ Fecha: (_/ /)
Neutros Linfos. Tot.: Leucos Glucosa:
TARAA. actual: Fecha: (__/ /)
4.CANDIDOSIS BUCAL
Signos clinicos compatibles: Si(_) No(_)
Tipo: (__) Localizacién: (_) (_ ) ) ) ) No. Frotis: Positivo: (__) Negaivo: (__)
Tipo: (__) Localizacién: (_ ) (_ ) ) )() No. Frotis: Positivo: (__) Negaivo: (__)
Tx.:
Sintomas: Si(__) No(__) Cud: () ) )) Otro (especifique) :
Signos clinicos comp. posterior a tx.: Si (__) No (_) Tx.: Fecha:(__/ /)

5. LESIONES BUCALES ACTUALES
LB actual: (___) Localizacién: (_ )(_ ) ) ) ) ) Tx:
(__) Localizacion: (_)(_ ) ) I)() Tx:

)

() Localizacion: () ) ) ) Tx:
IHOS
Diente PDB SARRO
6.TOMA DE MUESTRA DE SALIVA of 11 2| 3 o 1 2 3
Saliva:  Si(__) No(_ ) Cantidad: ml/5min 16 Cédigo
) 11
Observaciones: %
36
31
46
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Anexo 5.

Toma de sialometria

Para establecer si existe hiposalivacion se realizard un Test de Saliva Global (TSG) utilizando la
técnica elaborada en 1996 por Lépez-Jornet y cols. (Lopez-Jornet y cols. 1996) que consiste en una
modificacién realizada al test de Schimer, para la cual se utilizard una tira de papel filtro de Whatman
de No. 41 que mide 17 cm de largo por 1 cm de ancho, la cual estd milimetrada y se encuentra dentro

de una bolsa esterilizada de polietileno de baja densidad.

La medicion de saliva no estimulada se debe realizar preferentemente entre las 9:00 am y las 12:00 pm,
el paciente no debe haber comido, fumado o cepillado sus dientes por lo menos 2 h antes de la

medicion.
Los pasos para la toma del TSG son los siguientes:

1. Antes de iniciar la prueba, se le indica al paciente que debe tragar la saliva que tiene en la boca.

2. Se extrae 1cm de la tira de papel filtro fuera de la bolsa de pléstico, ésta se dobla y se coloca debajo
de la lengua del paciente a nivel de las cartiinculas linguales y se le pide que cierre la boca.

3. Se le indica al paciente que debe adoptar la posicion de cochero la cual consiste en que el paciente
debe estar sentado con su tronco en posicion vertical, la espalda curva y la cabeza inclinada hacia
delante ligeramente.

4. Ya en esta posicion se le pide al paciente que cierre los o0jos y se le indica que permanecerd asi
durante 5 min que es el tiempo que tarda el procedimiento.

5. Después de transcurridos los 5 min se retira la tira de papel y se observa el nivel hasta donde se
humedecié y se registra. En caso de que se la tira se humedeciera por completo antes de los 5 min se

registra el tiempo en el que ocurrio.

Los pacientes con niveles de saliva inferiores a 1.5 cm/ml serdn considerados con hiposalivacion.
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Anexo 6.

Examen intrabucal

El examen intrabucal se realizard siguiendo un orden establecido propuesto por Roed Petersen y Grete
Renstrup en 1969 (Roed-Petersen y Renstrup 1969) donde clasifican topogrificamente a la mucosa
bucal y puede ser utilizado para describir cualquier tipo de lesion. El orden propuesto es el siguiente:

Comisura derecha

Mucosa yugal derecha

Comisura izquierda

Mucosa yugal izquierda

Mucosa labial superior

Mucosa labial inferior

Surco vestibular superior derecho
Surco labial superior

Surco vestibular superior izquierdo
10. Surco vestibular inferior derecho
11. Surco labial inferior

12. Surco vestibular inferior izquierdo
13. Proceso alv. bucal superior derecho
14. Proceso alv. labial superior anterior
15. Proceso alv. bucal superior izquierdo
16. Proceso alv. bucal inferior derecho
17. Proceso alv. labial inferior anterior
18. Proceso alv. bucal inferior izquierdo
19. Proceso alv. palatino derecho

20. Proceso alv. palatino anterior

21. Proceso alv. palatino izquierdo

22. Proceso alv. lingual derecho

WO R WD =

(20

23. Proceso alv. lingual anterior
24. Proceso alv. lingual izquierdo
25. Piso de boca derecho

26. Piso anterior de boca

27. Piso de boca izquierdo

28. Vientre de lengua lado derecho
29. Vientre de lengua lado izquierdo
30. Borde lateral derecho lengua
31. Borde lateral izquierdo lengua
32. Punta de lengua

33. Dorso de lengua derecho

34. Dorso de lengua izquierdo

35. Base de lengua

36. Paladar duro derecho

37. Paladar duro izquierdo

38. Paladar blando derecho

39. Paladar blando izquierdo

40. Pilar amigdalino derecho

41. Pilar amigdalino izquierdo

™~

N

L {

N

30 11
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Anexo 7.

Indice de higiene oral simplificado (IHOS)

Es una modificacién que se realizé en 1964 al indice de higiene oral (IHO) creado en 1960 por Greene
y Vermillion (Greene y Vermillion 1960). Este indice mide la presencia de placa dentobacteriana y
célculo 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 exploracién
se realiza con ayuda de un espejo bucal y una sonda de la OMS 1a cual se coloca en el tercio incisal del
organo 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 (IHOS) |

Cédigo Criterios
0 No hay placa ni manchas.
1 Residuos blandos que cubren menos de 1/3 de la superficie del diente.

2 Residuos blandos que cubren mas de 1/3 pero menos de 2/3 de la
superficie del diente.
3 Residuos blandos que cubren mis de 2/3 de la superficie del diente.

Codigos y criterios para calculo dental (THOS)

Cadigo Criterios
0 No hay presencia de cdlculo supragingival ni subgingival
1 Cilculo supragingival que cubre menos de 1/3 de la superficie del
diente y no hay célculo subgingival.
2 Cdlculo supragingival que cubre menos de 1/3 pero menos de 2/3 de la
superficie del diente y/o depdsitos tnicos 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 célculo subgingival
alrededor de la parte cervical del diente, o ambos

La calificaciéon 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. 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

0-1.2 |Buena higiene
1.3-3 |Higiene regular
3.1-6 |Mala higiene

72



Criterios clinicos de candidosis bucal con VIH/SIDA

Anexo 8.

El Grupo de Ensayos Clinicos del SIDA (ACTG) el cual establece las normas para la atencién del VIH

y de las enfermedades oportunistas relacionadas con VIH/SIDA; creé en 2006 a la Alianza de

Investigacién Oral de VIH/SIDA denominada OHARA (por sus siglas en inglés) con el objetivo de

investigar las manifestaciones bucales asociadas a estas entidades. Por tanto, el OHARA en 2009

clasificé estas enfermedades de acuerdo a su origen etiolégico y establecio criterios clinicos para su

identificacion, donde incluye a la candidosis bucal (Shiboski y cols. 2009).

Infeccion

Criterios clinicos

Sintomas y duracién
reportados por el paciente

Candidosis bucal

Candidosis

pseudomembranosa

Candidosis eritematosa

Queilitis angular

Placas o manchas blancas de consistencia
cremosa que pueden ser desprendidas y dejar un
area eritematosa localizadas en cualquier parte de

la cavidad bucal

Eritema o dreas rojas que normalmente se
encuentra en el paladar y dorso de la lenguao a
veces en la mucosa bucal. Pueden estar presentes
manchas blancas o placas de candidiasis

pseudomembranosa.

Fisuras rojas o blancas o tlceras lineales ubicadas

en las comisuras de los labios

Ningtin sintoma o ardor leve
o moderado generalmente
intermitente aunque puede
ser de larga duracién.

Ningtin sintoma o ardor leve
o moderado generalmente
intermitente aunque puede
ser de larga duracién.

Ningtin sintoma o posible
dolor leve al abrir la boca
generalmente intermitente o
puede ser de larga duracion.
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Anexo 9.

Criterios microscopicos para diagnostico

de candidosis bucal mediante frotis citolégico

Si clinicamente se observan criterios compatibles con infecciéon por Candida los cuales ya fueron
establecidos en el Anexo 8, se tomard una muestra mediante frotis citolégico de la zona afectada y se
enviard al laboratorio para su andlisis microscOpico basados en criterios diagndsticos establecidos en la
Guia practica de identificacion y diagndstico en micologia clinica en Bilbao 2007 (Quindos G. y cols.

2007).

e Para frotis se puede utilizar tincién de Gram, Giemsa o PAS (4cido periédico de Schiff)

e Se utilizard PAS ya que esta tincién permite apreciar mejor las estructuras fingicas.

e Mediante la tincién se observan las estructuras de hifas (filamento que puede estar ramificado o
no), pseudohifas (ramificacion que no se separa de la célula madre, mas delgada que la hifa
verdadera) o blastosporas (levaduras gemantes) sobre las células epiteliales.

e Si se identifica alguna de las estructuras celulares anteriores el diagndstico es compatible con

infeccion por Candida sp.
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No. de expediente

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Cultivo primario y resultados

Numero de folio o clave de muestra

Anexo 10.

i 28 :i HOJA DE RECOLECCION DE RESULTADOS MICROBIOLOGICOS m

Casa abierta al tiempo

Medio de cultivo

24 horas

48 horas

72 horas

hrs.

Agar dextrosa
Sabouraud

ChromAgar
Candida

Otro medio:
(especificar)

Describir en el cuadro las caracteristicas de las colonias: color, tamafio (mm), textura, bordes, halos, etc.

Resiembras

Medio de cultivo:

Numero de resiembra

3

Clave de
aislamiento

Resultado

Identificacion
presuntiva

Anexar los formatos completos de las pruebas bioquimicas realizadas.

Otros resultados

75




