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INTRODUCCION

La candidosis es una de las micosis oportunista cosmopolita mas frecuente, su
principal agente etioldgico es Candida albicans , en los Gltimos tiempos se ha documentado
un gran incremento de candidosis oral; esto puede deberse a la prolongada administracion
de antibidticos y a la alta incidencia de pacientes inmunocomprometidos,““

Candida albicans y owras especies son parte de Ja flora habitual de las mucosas, las
infecciones que causa son de origen enddgeno. y las razones por tas cuales causa infeccion
es debido a diferentes factores predisponentes siendo uno de los principales la
inmunosupresién, ademéas Candida albicans presenta diferentes factores de virulencia que
son los responsables de su patogénesis, dentro de los principales tenemos: La capacidad
para adherirse a las células epiteliales, la produccién y secrecién de enzimas hidroliticas, la
produccion de toxinas y la habilidad para producir estructuras parasitaria (pseudofilamentos
v filamentos).

La adherencia es un mecanismo de virulencia que ha cobrado gran interés, y
es debido a que es el primer paso en la colonizacién de las mucosas y el estableciriento de
la enfermedad.(""'*'® La produccién de pseudofilamentos se encuentra muy ligada a la
adherencia, debido a que al presentar un mayor tamafio, tendrd una mayor édrea de
contacto.®

Recientemente se ha estudiado una proteinasa que es una enzima 4dcida extracelular
producida por Candida sp, su accién se encuentra en un rango de pH 4cido (3-5.5) este
ambiente es encontrado en cavidad oral, por lo que se favorece la expresion de esta enzima.
(26.28-30,33.36,38-39)

Las cepas de Candida albicans productoras de proteinasa causan una infeccién mas

extensa que las cepas deficientes de ésta; la produccién clevada de esta enzima es un



aspecto muy relevante de la adaptacion de Candida albicans a los tejidos del hospedero y la
virulencia de le cepa, la presencia de cepas productoras de proteinasas, puede agravar
tedricamente la condicién de pacientes inmunocomprometidos; se ha encontrado que las
cepas aisladas de pacientes VIH(+) con problemas de candidosis, producen niveles
elevados de proteinasas, por lo que estas cepas son mds virulentas que las aisladas de

(253438 En Jos pacientes que presentan un cancer hematolégico (feucemia),

portadores sanos
se presentan cuadros repetidos de candidosis oral por la quimioterapia recibida, este tipo de
pacientes presenta una depresion en €l sistema mmune por lo que, se presentard el mismo
caso que en los pacientes infectados por VIH.®

La expresién de la proteinasa ha tomado gran importancia, debido a que se ha
aislado de lesiones in vivo, ademds de que por su estructura es un antigeno muy potente, de
manera que las personas que presentan candidosis tendrin anticuerpos contra esta
proteinasa, esta razon es importante va que se podria realizar un serodiagndstico, siendo
muy util en el caso de candidosis hematogenas, ya que suelen confundirse con sepsis
bacterianas, 14333437

El propdsito de este estudio es comprebar la produccién de profeinasas en cepas de
Candida sp aisladas de pacientes con candidosis oral, teniendo como referencia 2 cepas de
Candida sp aisladas de voluntarios sanos que no presentan candidosis oral, permitientdo
comprobar st las cepas aisladas de lfos casos con candidosts oral poseen la capacidad de

producir proteinasas, siendc este mecanismo de virulencia wn factor importante de

considerar,



ANTECEDENTES
NERALIDADES
Las levaduras son microorganismos oportunistas del hombre y animales, que se
.uentran distribuidos en diferentes 4reas como el aire, polvo, el suelo, superficie
rporal, boca, intestino y vagina; existen diferenies géneros difinendo por sus propiedades
sefoldgicas v fisioldgicas. Dentro de las diferentes levaduras oportunistas existentes el
nero que es de mayor importancia es Candida. siendo el agente causal de candidosis en

H 4
1a gran gama de pacientes.

La candidosis es una de las micosis oportunista cosmopolita mds frecuente; sus
sanifestaciones clinicas son localizadas, diseminadas o sistémicas; es una infeccion aguda
, crénica que afecta primordialmente Jas mucosas, piel. uflas y excepcionalmente tejidos
yrofundos, es causada por diversas especies de levaduras del geneto Candida siendo la mas
‘recuentemente aislada Candida albicans "™

Esta ticosis es conocida desde la época de Hipdcrates quien en su obra
*Epidemics" describié placas blanquecinas en minos recién nacidos (RN) y pacientes
debilitados a lo que denominé estomatitis aftosa.

En 1844 Bennett reconoci6 la naturaleza dimérfica Candida sp; su capacidad que
tiene ésta para producir pseudofilamentos.

1853 Robin aislé al hongo y propuso que se trataba de una enfermedad en pacientes

debilitados, nombré a la levadura Qidium albicans y 70 afios mas tarde Berkhout transfirié

la especie al género Candidal!*¥

1932 en los trabajos de Langeron y Talce quedd clasificada como Candida

albicans.

En la actualidad la incidencia se ha cievado por lo gue su estudio también se ha



crementado, esto se debe a las diversas enfermedades y al esfuerzo que se hace por
rolongar la vida con tratamientos que muchas veces comprometen a la inmunidad del
aciente, como son todos aquellos que se utilizan en las enfermedades neoplasicas.

“andida albicans es una levadura asexuada cuyo estado apamorfo pertenece a la
ubdivision Deyreromycora'™?, diversas especies de Candida se encuentran ordinariamente
omo comensal inocuo del tracto digestivo y vaginal, constituyendo una parte de la flora
nicrobiana normal del hospedero. que en condiciones normales no genera enfermedad al
wombre y animales, pero es capaz de mnvadir y dafiar los tejidos cuando las defensas del
ésped estan localmente o sistémicamente dafiadas **"

Se pueden encontrar en ¢l tracto gastrointestinal, habitando boca, laringe y faringe,
soloniza intestino delgado y grueso siendo comun encontrarla en materia fecal y area
serianal. La flora intestinal de Candida y otras levaduras se incrementa con dietas ricas en
carbohidratos, sobre todo a partir de frutas.

No es frecuente aislar Candida de piel sana, su cantidad se incrementa cuando la
piel se encuentra enferma. sobre todo por dermatosis (dermatitis por contacto o drea del
paiial); la flora de Candida sc incrementa en personas diabéticas, aumentando la poblacion
de ésta en piel sobre todo en arcas himedas y cn los diferentes pliegucs (submamario,

ingle, etc.). No forma parte de la flora normal de ufias por lo que su aislamiento en €stas

indica candidosis.



BARRERAS DEL HOSPEDERO.

Hay resistencia natural a la infeccién que depende de diferentes factores como
potenciales de dxido-reduccion, competencia por los nulrientes, etc,

Se han observado diferentes mecanismos por medio de los cuales el organismo
contrarresta las infecciones, siendo las principales barreras fisicas generales y mecdnicas.
barreras quimicas. microbiologicos e iInmunologicos.

% Las principales barreras fisicas generales que s¢ encuentran somn:

» La integridad de los diferentes tejidos principalmente la piel, debido a que es ¢l organo
més extenso del cuerpo v la principal barrera contra los microorganismos patégenos y
oportunistas.

» Laintegridad de las mucosas, vellos y cilios.

% La descamacion de la piel. el cual es un proceso continuo.

< Las batreras fisicas mecanicas son:

¥ Latos.

» El estornudo.

» El vémito.

» El movimiento de io0s ¢ilios del tracto respiratorio, el cual con la acumulacion del moco
eliminaré a los agentes causales.

+ Dentro de las barreras quimicas que se encuentran son:

> Secreciones orgénicas como el sudor (alta concentracién de sales), lagrimas, cerilla.
sebo y moco.

» Saliva la cual presenta un pH higeramente dcido, enzimas hidroliticas y lisozimas.

» Jugo géstrico. principalmente por su alta concentracién de iones hidronio produciendo

un pH dcido v las diferemtes enzimas (peptidasas, §77?777).
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Bilis, contiene una gran diversidad de enzimas hidroliticas ademas de poseer un pH
basico, causando un cambio severo en el producio que proviene del estdmago
destruyendo o inhibiendo el desarrolle de Jos microorganismos.

%+ Los mecamsmos microbiologicos:

La integridad de la flora microbiana, el desarrollo de alguno de €stos como patogeno
sera s6lo si hay algin desequilibrio en este microambiente.

La competencia que existe dentro de] microambiente por los nutrientes.

< El mecanismo inmunolégico:
Otro mecanismo de defensa es el sistemna inmune principalmente la inmumdad celular.
ya que una disminucién cuantitativa de los linfocitos TH (CD4) generalmente menos de
100 cel/ml; deficiencia en la fagocitosis y/o depresién en la biofuncionalidad de los
linfocitos TH. asi mismo una disminucién en la produccién de JL-2 e INF-y favorece a
infecciones recurrentes por hongos oportunistas,
Lo mismo ocurre cuando la inmunidad humoral estd disminuida o ausente, un ejemplo
de ello es los individuos que presentan niveles bajos de anticuerpos de la clase SigA o
disminucién de anticuerpos IgG, pueden presentar infecciones recurrentes tanto por

bacterias come por hongos oportunistas.



FACTORES PREDISPONENTES

La candidosis es una enfermedad endogena, por lo que cualquier factor
predisponente del hospedero y la alteracion de alguna de las barreras antes mencionadas
favorecera la enfermedad.

Debide a que Candida albicans y otras especies son parte de la flora habitual de las
mucosas, las razones por las cuales causa infeccion es debido a diferentes factores
predisponentes coOmo son.
a).-Cambios fisiologicos:

Cambios de pH sobre todo en vagina y boca.

En e} embarazo exisie un desequilibrio en la flora bacteriana, incremento de glucdgeno,
cambio de pH y disminuciéon de la respuesta inmune produciendo un aumento en la
pobiacidon de Candida

Durante el periodo neonatal la condicién predisponente es probablemente la
inmadurez del sistema inmune y estd poco colonizada.

b).-Enfermedades o procesos debilitantes:

El término debilidad comprende una gran variedad de transtornos en los cuales la
infeccion por Candida se ve favorecida por diversos factores, por ejemplo.

Avitamunosis siendo més frecuente en ancianos, tuberculosis, absceso hepatico amibiano,
desnutricion y neoplasias.
Desdrdenes endderinos como diabetes mellitus.

¢).-Inmuncdeficiencias primarias o secundarias.

Algin defecte en la inmunidad. defectos relacionados con la funcién leucocitaria
normal y con sindrome de¢ inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Leucemia, linfoma de Hodgkin.



ficiencias genétcas como agamaglobulinemia y sindrome de Di George.
d).-latrogénicos.
- administracion de agentes inmunosupresores, citotoxinas y otros farmacos que
sminuyen las defensas del hospedero, lo predisponen a diversas infecciones.
atarniento prolongado con antibidticos, corticoesteroides.
atamientos anticoncept:vos orales y dispositivos intrauterinos, cateterismo y procesos
Hrargicos
e).-Miscelénea.
Rotura accidental de la barrera cutanea, tales como traumatismos ¢ quemaduras.
Dermatosis inflamatorias previas, traumatismos ungueales, mal estado de ia
sntadura, prétesis mal adaptadas y humedad.

ersonas drogadictas y pacientes gue tengan catéteres.

El fumar tabaco es otro factor de predisposicién para la colonizacion de las
vaduras, debido a que este inhibe el movimiento coordinado de los cilios. favoreciendo
(1-6)

si la colonizacién de los diferentes microorganismos

a gravedad de la infeccién depende sobre todo de las alteraciones primarias del hospedero

1as que de las propiedades patogenas del hongo(z).



PATOGENIA

La candidosis es una clsica enfermedad oportunista, que requiere forzosamente de
factores predisponentes, la mayoria de veces se origina de manera endogena, casi siempre
atribuible a dos procesos.

i.- Por el desequilibrio de la flora microbiana que hace. que se incremente la presencia de
levaduras como Candida (cambios de pH, acimuios de nutrientes como ¢l glucégeno o por
disminucién de la flora bacteriana por antibidticos).

2.-Por enfermedades o procesos que influyan en la respuesta inmune scbre todo a mivel
celular.

Los casos exogenos stempre se inician por ¢l ingreso al organismo de grandes
cantidades de levaduras, como por ejemplo en las personas que usan drogas inyectables
(heroina), o con catéferes, va que los microorganismos son inoculados directamente al
torrente circulatorio.

La patogenicidad de Candida spp se debe a diversos mecanismos de virulencia que
posee como son:

}. Habilidad de adherirse a ias células.
2. Produccidn de pseudohifas.
3. Produccién de toxinas.

4. Secrecidon de enzimas hidroliticas.

1. Adherencia
Ultimamente se ha reconccido la importancia de fa adherencia de los
microorganismos en la patogénesis de muchas infecciones microbianas, el interés actual es

sobre el estudio de la adhesidn a la mucosa por tas levaduras oportunistast'®

10



La adherencia de C. albicans a las células epiteliales es una propiedad de especies
sirulentas de Candida, v es un paso inicial muy importante en la colonizacion de las
nucosas v el establecimiento de la enfermedad, siendo considerado como un mecanismo de
jirulenciat!*1®),

Existen varios factores que pueden afectar la adhesién entre las levaduras y las
élulas del epitelio, pueden ser caracteristicas propias de las levaduras (incluyen la
-oncentracion, fase de crecimiento, medio de desarrollo y la cepa), factores del epitelio,
actores ambientales (temperatura, concentraciéon de iones hidronio) y anticuerpos® La
-oncentracién de azicares influye en la adhesion de Candida a la mucosa, cuando existe
ma alta concentracién de éstos, la adherencia de Candida se ve incrementada, esto es
mportante porque en las personas diabéticas se observard una alta concentracion de
zlucégeno que serd convertido a glucosa por las enzimas del tejide o de la microflora,
favoreciendo asi las infecciones causadas por Candida sp, por lo que si se tiene una dieta
rica en carbohidratos la adhesidn se verd incremeniada.

La adhesion de Candida albicans a las superficies mucosas estd envuelta de interacciones
propias de lectina, también {a porcién proteica de manoproteinas localizada en fibrilas
sobre 1a superficie de la levadura y de receptores glucésido sobre las células cpitcliales“s'lg)

Existe una adhesina en la superficie de Candida albicans , que es de tipo manana ©
manoproteina, esta molécula le permite a la levadura enlazarse a los glucésidos de la célula
de] hospedero, enlazarse también 2 los carbohidratos de la propia levadura y de la célula del
hospedero y presentarse como un componente integral de la membrana celular, uniéndose a
los carbohidratos que se encuentran sobre la superficie de la levadura®

(

Existe una clasificacion™” en la que se encuentran 3 sistemas, establecida por la
P

adhesina de Candida afbicans, enfocada en la naturaleza de la adhesina y de los ligandos de

11



las células del hospedero reconocidos por la adhesina.

e Sistemal

Las células epitetiales de la mucosa vaginal vy bucal poseen ligandos glucésidos con
terminales fucosil o N-acetilglucosamina, residuos reconocidos por la manoproteina de la
superficie celular de la levadura. La adherencia es especifica, ya que hay un reconocimiento
de los residuos de azicar antes mencionados, la interaccion reahzada es de proteina
oligosacérido.

s Sistenall

La manoproteina de Candida albicans simula a los receptores de complemento de
células animales con respecto al reconocimiento del ligando. Los receptores del
complemento de las células reconocen los productos de conversion de C3, iC3b 6 C3d
(ligandos), estos receptores funcionan para mediar la fagocitosis via complemento y en la
adhesion de neutrdfilos (iC3b) o regulacion del crecimiento de linfocitos B {C3d).

Ademas esta manoproteina enlaza a otros ligandos como fibnndgeno, laminina y
fibronectina, y otros componentes similares; la secuencia encontrada en comun &n estos
licandos es arginina-glicina-ac.aspértico. La interaccién es proteina-proteina y la
adherencia es especifica.

s Sistema III

El epitope 6 de la manana es el responsable de la adherencia, esto se ha comprobado
por medio de cepas mutantes, faltantes de este epitope que disminuye su adherencia a las
células epiteliales. Este sistema difiere de los anteriores en que la adhesina es un
oligosacarido en vez de una manoproteina, el ligando de la célula hospedera es

desconocido.



+ Sistema IV

L.a quitina funciona como adhesina, el ligando de Ja célula hospedera es desconocido.

* Sistema V

La adhesina es una manoprote{na reconocida por un recepter manosil de los macrofagos
splénicos. La interaccidén que se lleva a cabo es oligosacérido-proteina.‘ 13)

Hay diferencias en la adherencia de cada especie de Candida sp, se ha comprobado
\ue Candida albicans presenta mayor adherencia que Candida krusei y C. parapsilopsis.
13)

Al adherirse la levadura a las células endoteliales se genera una inflamacion en el
wspedero, las células infectadas con Candida sp sintetizan una mayor cantidad de
rostaciclinas y mas PGF2 y PGE2, éstas a su vez regulan la produccién de superdxido en
os neutréfilos y adherencia celular, ademas de que se estimulan la produccién de
srostaglandinas; Candida albicans estimula la sintesis de ciclo-oxigenasa, 1a enzima que
-onvierte al 4cido araquidénico en prostaglandinas, hay una mayor cantidad de la ¢lase PH
que de la clase E. La disfuncién de los macréfagos depende del exceso de prostaglandinas
E y por ende inthibe la funcidn de las células T *1522)

Ademas de los neutrdfilos en los individuos secretores SlgA juega un papel muy
importante en la defensa contra candidosis oral, las moléculas de IgA inhiben la adherencia
de Candida albicans a las células epiteliales, al unirse estos anticuerpos a la superficie de
la levadura, aunque las especies de Candida albicans producen y secretan proteinasas,

siendo abolida esta ruta de proteccion y el riesgo de que la mucosa sea penetrada por los

antigenos microbianos es incrementada. @
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2. Formacién de pseudohifas.

En 1844 se reportd la habilidad de Candida albicans para formar pseudofilamentos,
esta capacidad que tiene le ayuda a la levadura para escapar de la ingestion macrofaga,
siendo necesana para la invasion de los tejidos,

No solamente la especie de Candida albicans tiene la capacidad para formar
pseudofilamentos o incluso filamentos verdaderos; exisien otras especies Oportunistas que
tienen esta capacidad a excepcién de Candida glabrata, este dimorfismo depende de
diferentes factores como son, factores nutricionales, e‘lmbientales, disminucion en la tension
de oxigeno, temperatura, incremento de pH, algunas enzimas e indicios de metales que
influyen en la transicién de levadura- pseudofilamento; el hierro es necesario para el
desarrollo micelial y tanto el hierro como el zinc son necesarios para la gemacion, Candida
sp tiene sideréforos del tipo hidroxamato y fenolato para la captacién del hierro, el pH
neutro es necesario pata la formacién de pseudofilamentos, si alguno de estos factores es
alterado, el dimorfismo también se verd afectado®”

La etapa levaduriforme es necesaria para originar la lesién y el psevdomicelio se
forma por exposicion a los factores ambientales, los cuales provocan inhibicién de la
divisién celular, pero no al crecimiento produciendo las pseudohifas alargadas, por io que
se considera que la fase saprofitica es la levadura y la fase infectante es el pseudomicelio; al
encortrar a éste cn una muestra nos indicard que existe una lesion en esa zona'"

Los neutrfilos de sangre periférica reconocen a la pseudohifa de Cardida sp
debido al reconocimiento que existe por receptores de superficie de tipo manosa y lectina,
por lo que reconocen a las estructuras de la pared celular de la levadura ( mananas y
manoproteinas ). L.os mecanismos por los cuales se destruye a la pseudohifa es por medio

de los radicales hidroxilo, peroxido de hidrégeno producido por la enzima superoxido
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ismutasa que cataliza la produccién de H,O, de superdxido en el citoplasma celular de los
eutrofilos Y4
. Produccion de toxinas

En [os trabajos de Blyth y Stewart®” se reportan pruebas estructurales de una toxina

) describic una

n enfermedades producidas experimentalmente en ratones, Iwata
lucoproteina dcida potente y llega a Ia conclusién de que era la responsable del eritema y
tros efectos dérmicos del cuerpo.

La levadura posee macromoléculas téxicas, tales como las glucoproteinas de la
vared celular, las cuales son capaces de causar fiebre o incluso la muerte en animales de
-xperimentacién, también los demés componentes celulares de Ja levadura’ ",

1. Secrecién de enzimas hidroliticas.

La proteasa acida extracelular producida por Candida albicans, es uno de los
factores de virulencia asociado con este microorganismo, y de éste el grado de virulencia
correlacionado con el nivel de proteinasa producida, de manera que mientras se incremente
la produccion de esta enzima la virulencia serd mayor.

La proteinasa es una enzima extracelular producida por Candida spp, fue descrita
por primera vez en 1965 por Staib!'? quien caracterizé la enzima y la asocid con una
posible ruta de patogénesis y con un potencial para usarse como un agente de
serodiagnéstico. En 1980 se demostrd la expresion de esta enzima en tejidos infectados in
vivo,

En estudios recientes indican que la actividad de la proteinasa aspartil secretada
(Sap), es el producto de una familia de mulltigenes de Sap, los cuales exhiben un complejo

de expresion regulado por estimulos ambientales y genéticos, los 5 miembros de esta

familia ya han sido idemtificados, 4 de ellos son clonados y ¢l quinto es definido solamente
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por la secuencia amino terminal. La expresion de 3 de estos es monitoreada directamente en
Western blot v se ha visto que difieren en Ja masa molecular y punto isoeléctniea (nD).

Los 4 genes codifican para una proteina de aproximadamente 43 kDa, de
aproximadamente 340 aminoécidos, son idénticas en 8 a 13 posiciones y cada una tiene
diferente especificidad para los sustratos, al ser purificada se encontrd que es una carboxil
proteinasa y que contiene a una manana como parte integral de la molécula A0 32 3740

El pH éptimo de esta enzima proteolitica extracelular es en un rango de 3-3.5 v es
inactivada irreversiblemente a pH mayores de 6; existe una enzima proteolitica intracelular
que su pH 6pumo de actividad es de 6.6. La regulacién del pH es importante para la
expresion de ésta, si el pH disminuye se vera favorecida la produccion de esta enzima
extracelular in vivo, por ejemplo las dietas ricas en carbohidratos disminuyen el pH en un
rango de 4-5 favoreciendo asi 12 actividad proteolitica de Candida albicans #628:3033.36.38-39),

La saliva es un fluido normal de cavidad oral, con un pH de 6.8 en condiclones
normales que inhibe completamente la expresion de la actividad proteolitica de Candida
albicans, al parecer es improbable que Candida albicans pueda producir proteinasa
extracelular en condiciones naturales, alin as{ las condiciones que conducen a [a
producci6n, actividad y estabilidad de proteinasa de Candida albicans exisien en la cavidad
oral®9 36

Las proteinasas producidas in vive presentan sustratos naturales, puede ser cualquier
proteina inespecifica de la mucosa como lactoferrina, lactoperoxidasa y mucina, esta
enzima puede hidrolizar también Jas inmunoglobulinas secretadas en saliva, factores del
complemento, proteinas de la piel, etc, esta proteinasa puede ser expresada m vitro

colocando como tnica fuente de nitrdgeno a cualquier proteina; el nitrégeno de bajo peso

molecular como aminodcidos o sulfato de amonio reprimen la produccion de la enzima
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oroteolitica. Los principales sustratos utilizados para la expresion de la enzima son
hemoglobina, albiimina de suero bovino (BSA) y extracto comeo™ 4683137

Las cepas de Candida albicans productoras de proteinasa causan una infeccion més
exiensa que las cepas deficientes de ésta; la produccion elevada de esta enzima €s un
aspecto muy relevante de la adaptacién de Candida albicans alos tejidos del hospedero y la
virulencia de le cepa, la presencia de cepas productoras de proteinasas. puede agravar
tedricamente la condicién de pacientes Inmunocompromendos; se ha encontrado que las
cepas aisladas de pacientes VIH(+) con problemas de candidosis, producen niveles
elevados de proteinasas, por lo que estas cepas son mds virulentas que las aisladas de
portadores sanos 2> 3438

La proteinasa extracelular producida por Candida albicans participa en la invasion
de tejidos, promueve la adherencia y penetracién a la superficie celular del hospedero, se
encontrd una disminucion significativa en la adherencia en experimentos donde se inhibia
por medio de péptidos a la proteinasa de Candida albicans.*

Se han encontrado anticuerpos especificos en contra de la proteinasa dcida, ademas
ésta se ha mostrado histoldgicamente en lesiones producidas por Candida sp en xifién y
otros érganos por medio de inmunofluorescencia indirecta. Par ser un potente antigeno se
sugiere que pruebas de rutina secuenciales para anticuerpos purificados de la proteinasa de
Candida albicans puede facilitar la especificidad del diagndstico para candidosis sistémica,
debido a que los cuadros clinicos son muy similares a los de septicemia bacteriana’ 433347

Candida albicans puede sobrevivir intracelularmente en fos fagocitos, debido a que
el pH dentro de los fagolisosomas es de 4.7-4.8 y favorece la actividad de la hidrolasa acida

lisosomal; después de la ingestién de los fagocitos la levadura expresa rapidamente la

proteinasa, ademds de la formacién de los tubos greminativos por las levaduras ingeridas

17



puede sumarse a la destruccién del fagocito™ %

La introduccién de los inhibidores de proteasa en pacientes VIH(+) esta
acompafiada en un decremento de infecciones oportunistas; esto tiene un interés especial
porque la proteinasa aspartica secretada y la HIV proteasa corresponden a una clase de
proteasas aspdrticas, en consecuencia la inhibicion de Sap por inhidores de proteasa, puede
resultar en una disminucion de la velocidad de colonizacién de Candida albicans y
manifestaciones de candidosis oral**"

La levadura de Candida albicans posee otras enzimas, ademés de la proteinasa; que
son relacionadas con la patogenicidad de ésta. como son: la hialuronidasa, fosfolipasa;
colagenasa, a-glucosidasa y condroitin sulfatasa. existen diferentes tipos de fosfolipasa:
AB.C v lisofosfolipasa; la hialuronidasa v la crondoitin sulfatasa son consideradas como
factores importantes en la patogénesis de Candida albicans, debido a que utiliza el tejido
periodontal, especialmente el acido hialurénico y el sulfato de crondoitina para su
crecimiento; la a-glucosidasa hidroliza el a-glucopiranosil enlazado a varios sustratos,
incluyendo disacaridos como maltosa y sucrosa‘™*>*%

La capacidad de producir una o varias de estas enzimas influye en la virulencia de la
cepa, ya que las cepas que producen las 4 enzimas son altamente virulentas; la mayoria
(73%) de las cepas de Candida albicans producen las 4 enzimas. “2 Cuando C. albicans
invade la piel, adquiere sus nutrientes del tejido queratinizado, C. albicans produce una
proteasa queratolitica (Kpasa), cuando se cultiva con extracto comeo como fuente de
nitrégeno‘”’

La actividad proteolitica fue demostrada mas frecuentemente en especies Candida

albicans, Candida tropicalis por lo que sc dice que son mas virulentas, y menos en las



especies C. krusei, C. nacedoniensis, C. parapsilopsis y C. glabrata. @)

Candida albicans es un microorganismo oportunista, encomtradoe en cavidad oral
como membro de la flora normal, en mas de la mitad de la poblacién humana; las
relaciones parasito-hospedero y la expresion de la enfermedad depende del equilibrio que
existe entre ellas, también de la virulencia del microorganismo y las defensas del

hospf:deroizf"ﬁ:+ 8



VARIEDADES CLINICAS
La candidosis es una de las infecciones més frecuentes y polimérficas que atacan al
hombre, su nivel de profundidad o sistematizacién no depende tanio del agente etiolégico
en si, sino del factor predisponente con el que se asocie’” Las diferentes variedades

clinicas que se presentan son las siguientes:

4 Oral Intéringos
Genital Onicomicosts
Mucocutanea < Gastrointestinal Cutdnea Del 4rea dei parial
Broncopulmonar Pustulosis
L‘ Mucocutanea cronica Granuloma
r
Septicernia

Sistémica < Tracto urinario

Endocarditis

L Meningitis
s Candidesis mucocutdnea.

Candidosis oral. Es comanmente llamada algodoncillo, trush o muguet. es frecuente en
nifios RN por su bajo pH, ¥ se obtienen por un fuerte inéculo de ]a madre a través del canal
de parto, sobre todo cuando ésta ha presentado candidosis vaginal en el ultimo tercio del
embarazo. En los adulios se presenta en lengua (glositis). pero puede afectar también

encias, paladar o incluso invadir toda la boca {estomatitis).



La morfologfa tipica s de placas pseudomembranosas. cremosas y blanquecinas,

con fondo eritematoso, que simulan restos de leche o crema.

{a sintomatologia mas comin es ardor y dolor que por Jo general impiden la alimentacion

sobre todo en nifios. Cuando el cuadro se hace crénico es posible ver parasitacién completa

de la lengua, dando el aspecto de una lengua peluda; pueden ademas presentarse fisuras y

tilceras sumamente dolorosas. La candidosis oral se puede extender afectando los labios a

nivel de las comisuras, & lo que denominan "boqueras” o perleche candiddsico,

generalmente constituidos por placas eritoescamosas y erosionadas.

A partir del foco bucal la candidosis puede continuar hacia trdquea, laringe, etc, esto

es frecuente verlo en pacientes con linfomas, leucemias y SIDA.

Bajo el punto de vista estomatolégico la candidosis oral se puede dividir en dos

tipos:

1.

Agudo comprende la variedad clinica més comiin que es la pseudomembranosa (trhush
o algodoncillo) y la atréfica que se presenta mds en paladar y es propia de pacientes bajo
antibioticoterapia prolongada, es més frecuente en nifios RN y en pacientes debilitados.

Cronica, gque incluye & varias formas: queilitis casi siempre angular, a veces
acompafiada de estomatitis cronica o bien en pacientes aprensivos con escasa dentadura;
la atréfica crénica o 1lamada también estomatitis subplaca debido a que se presenta una
placa biadherida y se relaciona a pacientes con prétesis mal adaptadas; la hiperpldsica,
clinicamente indistinguible de la vellosa de origen viral, se presenta sobre todo en los
carrillos, 1a lengua y es comiin en pacientes con SIDA, y por thimo la candidosis
mococutinea cronica, que es una entidad mas granulomatosa y cronica se encuentra

. . . s 47
frecuentemente en personas con deficiencias nutricionales.” "
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Candidosis genital.
a) candidosis vaginal. Es la infeccién maés frecuente y recurrente, que afecta al aparato
genital de la mujer, se presenta normalmente en la edad productiva, aungue es posible verla
en nifias RN. En mujeres adulias ancianas, més bien se le atribuye a enfermedades o
procesos concomitantes, como la diabetes.”™

Se encuentra entre un 20-60% en mujeres embarazadas. en etapas premenstruales y
pacientes que se administran anticonceptivos orales

Se presenta un abundante exudado blanquecino (leucorrea), espeso, grUMOSOS, 0O

fétido.La mucosa generalmente se encuentra eritemaltosa. inflamada y las pacientes refieren
intenso prurito v ardor vulvar. Pocos son los casos que se diseminan a tracto urinario.
b) Balanitis. Es frecuente en pacientes diabéticos. la mayor parie de los casos
provienen de contagio sexual.
El cuadro clinico es el de una balanitis superficial constituida por eritema, micropistulas,
erosiones y fisuras.

Candidosis gastrointestinal
a) Esofagitis . Proviene por lo regular de candidosis oral, es comin en pacientes con
leucemia, diabdticos descompensados, con SIDA, etc.
b) Gastritis. Solo se presenta en candidosis generalizadas.
¢) Peritonitis. Se asocia a pacientes que sufren de (lceras, cateterismo o traumatismos
quirdrgicos.

Candidosis respiratorias
a) Candidosis  broncopulmonar. Es  frecuemie v cronica en pacientes
inmunodeprimidos. La parasitacién se presenta en todo el arbol bronquial y en ocasiones

genera cuadros de hipersensibilidad inmunoldgica (alergia).
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b) Candidosis pulmonar. Se caracteriza por ataque al estado general del paciente y se
presenta casi siempre asociado con padeciemientos o enfermedades que abaten severamente
Ja respuesta inmune. A partir de este cuadro clinico, es muy facil la diseminacion a torrente
sangufneo y SNC (sistema nerviosos central}.

Candidosis mucocutanes cronica. Se presenta en nifios con desdrdenes genéticos, defectos
en la funcion del timo que llevan a alteraciones en la inmunidad celutar. Los m&s comunes
son agamaglobulinemias, sindrome de Digeorge y Nezelof Allibone, hipoparatiroidismo y

timomas.

= Candidosis cutanea.

Intertrigos.  La topografia cutdnea preferente son los pliegues, como son: Interdigitales
de manos y pies, inter y submamario, axilar, inguinal, umbilical e intergliteo.

Son placas eritematoescamosas, con fisuras o erosiones, vesiculas, pastulas vy costras
hemdticas: por lo general no presentan borde activo, tienen pequefias lesiones satélites. La
sintomatologia mas comunes prurito y en ocasiones ardor.

Onicomicosis. Se presenta en un 85% en ufias de la mano, es frecuente que se origine por
diabetes, traumatismos y por exceso de humedad.

a) Perionixis 70% se inicia por el borde proximal o lateral, hay inflamacién alrededor
de la ufia (perionixis).

b) Onicolisis S¢ inicia por el borde libre provocanda ¢l desprendimiento de la ufia.

Candidosis del 4rea del pafial. Intenso prurito y ardor (por humedad y pH)



= (Candidosis sistémica o profunda

Se presenta en pacientes con algun dafio severo en su sistema inmune.

En el tracto urinario es comtiin en pacientes con corticoterapia, diabéticos y cateterismo.
Endocarditis. Cateterismo crémco y drogadictos.

Meningitis. Son raras y casi siempre comunes en pacientes leucémicos, diabéticos tratados
con corticoesteroides sistémicos.

Septicemia. Es propia de pacientes severamente inmunosupriiidos, su sintomatologia se

confunde fhcilmente con septicemias bacterianas.

£l SIDA  es un sindrome con un indice de mortalidad muy ale y que va
incrementando hasta la fecha, no respeta edad ni sexo, ya que afecta tanto a jévenes como a
adultos, a mujeres y hombres tanto homo como heterosexuales.

Se transmite por medio de relaciones sexuales, intercambio de fluidos corporales,
productos de sangre transfundidos, intercambio de jeringas en los drogadictos, ete.

El virus de VIH infecta 2 fos linfocitos TH (CDy) de la respuesta inmune por lo que
la cantidad de éstos se vera disminuida en gran proporcién, debido a que son eliminados del
torrente sanguineo pof Jos linfocitos T citotdxicos (LTc), debido a esto la inmunidad celular
de estos pacientes se ve disminuida por 1o que son propensos a sufrir diversas infecciones
oportunistas. Una dc las principales infecciones oportunistas que sufren es candidosis oral,
ya que las infecciones caasadas por (andida son una causa importante de morbilidad y

ocasionalmente mortalidad en pacientes VIH(+), por lo que muchas veces el presentar una
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candidosis oral recurrente mas un factor predisponente se podria considerar come un
indicador de infeccién por V. @830335

Durante la infeccién de VIH el 88% de todos los pacientes sufren de candidosis
oral, el agente etioldgico mas frecuentemente aislado es Candida albicans, la candidosis
oral en pacientes con VIH es dependiente de la cantidad total de linfocitos TH (CDy) , por
lo que la frecuencia de aislamiento de Candida sp, ¥ los signos clinicos de candidosis oral
incrementa con ¢l avance de la infeccion y con la disminucion de el radio TH (CDa) ! Tels
(CDg).(Sl.Sd.SS)

La manmfestacién clinica prototipo en pacientes con SIDA es cangidosis
mococutinea (thrush), las lesiones orales y periorales son comunes, la forma eritematosa es
la mas comun y presenta lesiones rosadas o rojas sobre el paladar y lengua; fa candidosis
esofagica ocurre en un 15% de pacientes; trush (candidosis pseudomembranosa), cuando la
cantidad de céluias CD, es 200/mm’ y candidosis esofégica cuando la cantidad de CDs es
menor de 100 células por mm>®® Otras de las micosis oportunistas que sufren estos
pacientes son criptococosis y aspergilosis.®?

Los pacientes neutropénicos y que sufren céneer no hematoldgico como los que
sufren de leucermia linfocitica; muchos agentes de la quimioterapia usados en el tratamiento
de cancer tienen efectos 1oxicos, como mielosupresion (disminucién de la serie roja blanca
y plaquetas), los cambios en la agudos o cronicos en la saliva corresponden a la dosis de
radiacion, drea de tratamiento y edad del paciente; el compromiso de Ia funcién salivar
secundaria a la destruccién de tejido glandular por la radiacién es uno de los mayores
factores para sufrir infeecion por Candida. 0 nroduciendo candidosis, esta infeccion

oportunista pucde ser la causa de diseminacion y productora de candidosis sistémica



En pacientes con leucemia linfocitica aguda y prolongada neutropenta, el
tratamienio con multiples antimicrobianos por largos periodos de tiempo, permite ia
proliferacién de Candida a nivel de intestino, lo cual esta asociado con un alto riesgo de
desarroliar candidemia, que por o regular tienen muy mal prondstico; se ha propuesio que
el paso de Candida 2 través de la mucosa al sistema linfatico y circulacion venosa. es el
mecanismo mediante el cual este microorganismo pase a torrente circulatorio, Recientes
estudios indican que los catéteres Intravasculares que permanecen por largo periodo
favorecen las infecciones por Candida, las canalizaciones favorecen principalmente la
infeccidn por Candido krusei, C glabrata y C. tropicalis.

Debido a la poca sensibilidad de los hemocultivos, la inhabilidad de realizar
biopsias u otros procedimientos de diagndstico invasivos en pacientes con desérdenes de
coagulacién, se ha buscado un diagnéstico seroldgico que son: inhibicion de la
hemaglutinacion, radioinmunoensayos, electroforesis, inmunoensayos enzimaticos, que
tienen como fundamento detectar mananas como antigenos, asi coma polisacaridos de la
pared celular de las especies de Candida, también lz deteccién de manosa por
cromatografia en suero y la deteccién de anticuerpos contra la proteinasa dcida de Candida.
(50.61)

Debido a las frecuentes infecciones oportunistas por Candida en los pacientes que
presentan infeccidn de VIH o de diversos cdnceres hematolégicos, se les debe dar un
tratamiento profildctico.

La profilaxis con Aluconazol previene la colonizacidn e infecciones superficiales por
Candida sp, aunque ‘as baclerias son usualmente los patdgenos primarios en pacientes
neutropénicos, las infecciones fingicas incrementan en frecuencia en pacientes con

leucemia aguda y son responsables de la mayorfa de infecciones fatales. Las especies de
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Candida son los hongos patégenos, predominantes seguidos por Aspergillus, y
Zigomyceres (6164:66)

Los pacientes pueden ser infectados con poblaciones heterogéneas de levaduras con
seleccion durante la terapia de cepas mds resistentes, la resistencia se debe a
recombinacién mitdtica y diversidad fenotipica; G2 en los cases de resistencia a los azélicos
se ha visto que hay una menor concentracion intracelular del farmaco, produccién excesiva
de l4-a-desmetilasa, alteracién de la 14-a-desmetilasa y mutacion concomitante de la

desaturasa £3-6 %
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO.
La toma de muestra es variable va que la candidosis se puede presentar en todas
partes del cuerpo, asi que los productos que se recolectan son: exudados. escamas, sangre,

esputo, orina, LCR, etc.

Examen Directo: Fs recomendable para detectar las blastoconidias en muestras
patolégicas liquidas o semiliquidas; se coloca entre porta y cubreobjetos; las escamas de
piel asi como las muestras de esputo, se tratardn con un aclarante, de preferencia una
sofucion de hidroxide de potasio (KOH) al 10%, seguido de un calentamiente a la flama
para acelerar et aclaracion, se pueden realizar tinciones como Gram, Wright, Giemsa y
PAS.
La observacién al microscopio se realiza con los exdmenes directos o tinciones, con los
objetivos de 10x y 40x, la presencia de grandes acimulos de blastoconidias de
aproximadamente 2 a 4 um de didmetro y pseudomicelio corto o largo. determinan el
estado patégeno y virulento de la levadura.
Cultivoes: Crecen en la mayor parte de rnedios habituales como: Sabouraud. gelosa sangre,
BHI (Infusién cerebro corazén), extracto de levadura, algunas especies son inhibidas por la
cicloheximida; las colonias de Candida sp son similares en casi todos los medios: crecen de
2 a3 dims a 28°C o 37°C, colonias blanquecinas, himedas, limitadas, opacas, redondas,
cremosas, convexas; al realizar un examen directo de las colonias se observardn
blastoconidias.

Existen otros medios de seleccién para el género Candida sp como el Biggy que

contienc upa gran cantidad de citratos que elimina la flora bacteriana y sulfitos que son



reducidos a sulfures, de modo que las colonias se ven de color café claro u obscuro, lo que
las hace distinguibles de lag otras levaduras.

Ei medio CROMagar-Candida y €l medio de cloruro de tretazolio {TTC) es a base
de sales cromégenas, las sales de tretazolio pueden ser usadas come identificadores
bioldgicos para diferenciar las diferemtes especies de Candida sp, dependiendo de la
habilidad para reducir esta sal insoluble, preduciendo depdsitos coloridos intracelulares,
En estos medios la levadura se desarrolla de manera favorable dando excelentes
resultados.® Y

Otras sales de tetrazolio son usadas como sulfite de bismuto, selenito, telurito y
molibdeno, &

En el medio de CROMagar-Candida las colonias son cromogenamente bien
diferenciadas Candida albicans da una colonia verde, Candida tropicalis una colonia azul
grisasea, Candida krusei rosa pélido; de manera que en un primoaislamiento podemos
diferenciar si el padecimiento se trata de una ¢ mds de una cepa por medio de las colonias
de diferente color que haya en el cultivo.”?

Biopsia: Es il solamente en los casos cutineos profundos, se observa un granuloma
tuberculoide acompatiado de estructuras fungicas (blastoconidias y pseudefilamentos).
Rayes X: Sélo en los casos pubmonares.

Pruebas inmunoldgicas: No son muy ttiles debido a que ¢l 30-60% de la poblacion sana
tiene una respuesta positiva para la candidina.

Serologia: Es til para los casos profundos y sistémicos, en caso de candidosis

mucoculénea no es il porque la mayoria presenta anticuerpos contra Candida albicans,

no ayudando en ¢l diagndstico.



MICOLOGIA

El género Candida incluye un variado nimero de especies, pero solo algunas de
ellas son oportunistas sobresaliendo Candida albicans.

Todas las especies de Candida se reproducen por blastoconidias, al igual que las
bacterias, su tipificacién se hace a base de pruebas fisiologicas y morfologicas, las més
importantes son las siguientes:

e TFilamentacién en suero: Se basa en la formacidn de un tubo germinativo en suero
humano o sueros con glucosa, ghicosamina o sales de amonio a cierto tiempo;

incubando a 37°C durante 3 a 3.5 h, es presuntiva de Candida albicans.

o Produccion de pseudomicelio y clamidoconidias: Se llevan a cabo en medios pobres
y tensos como harina de maiz (Corn meal) 0 papa zanahoria, a 10s que se les agrega
un porcentaje de algin tensoactivo como Tween 80, se siembra por medio de estrias
anchas incubando a 25°C por 72 b; en el caso especifico de Candida albicans se ven
clamidoconidias terminales o intercalares que miden entre 10 y 12 um de didmetro

con doble membrana bien formada.

o Prucbas bioquimicas: Se basan en la fermentacion (zimograma) y utilizacion
(auxonograma) de carbohidratos. Existe un perfil bjoquimico que identifica a cada

una de las.especies de Candida sp.
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Para un mejor entendimiento de la tipificacién de Candida albicans podemos seguir el

siguiente diagrama:
-Examen directo Cimulos de blastoconidias y

-Gram pseudofilamentos.

Sabouraud
Cultivos Micosel

Biggy (Nickerson)

Gelosa sangre
‘, l
Tubos germinativos Medio de Com meal +Tween 80
Suero 37°C por 3 h Produccién de pseudomicelio y clamidoconidias
Prueba orientadora Prueba confirmatoria Candida albicans.
Candida albicans. ¢

Si no hay presencia de clamidocomdias.

!

Zimograma y auxonagrama

Confirmacién de todas las especies.
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TRATAMIENTO.

Dependeri del tipo de candidosis y del factor predisponente al que esté ligado.
Tratamiento tépico: Tiene como finalidad corregir el pH con soluciones 4cidas (vinagre
lcuch/L de agua), para lavados vaginales y 4rea del pafial, soluciones basicas (solucién
saturada de bicarbonato de sodio) para realizar colutorios.!"™
Nistatina: Es un macrélido tetraénico producido por Streptomyces noursei, s muy similar
a la anfotericina B, su absorcién en el tracto digestivo ¢s muy baja y es sumamente téxica
cuando se administra por via parenteral, por lo que su uso queda restringido a via topica; se
usa topicamente para lesiones mucoccutdneas con buenos resultados en forma de ungiientos,
cremas, ovulos, geles, etc. Mecanismo de accidn. Inhibe la formacién de la membrana
celular, porque bloquea la sintesis de esteroles a diferentes niveles Su espectro de accion es
amplio, sobre todo contra los hongos levaduriformes y dimérficos, como Candida sp, no
actita contra dermatofitos ni levaduras lipofilicas. Dosis 5x10° U.%%7
Dentro de las principales reacciones adversas se encuentran dermatitis por contacto, via
sistémica irritacién gastrica, nduseas y vomito.

Imidazoles topicos: Para lesiones intertriginosas.

*Tratamientos sistémicos.

Los antimicéticos azdlicos incluyen dos clases generales que son los imidazoles y
triazoles. Ambos comparten el mismo espectro y mecanismo de accion contra los hongos.

E] mecanismo de accidn se basa principalmente en la inhibicion de la esterol 14-o-
desmetilasa en los hongos, que es un sistema de enzima que depende de citocromo P450 de

microsomas por lo que inhiben la biosintesis de ergosterol en ja membrana citopldsmica, y

permite la acumulacién de los 14-c-metilesteroles. alterando las funciones de algunos
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sisternas enzimaticos de la membrana como ATPasa y enzimas del sistema de transporte
electrénico, y de este modo inhibir la proiiferacién del hongo.®”

Son terapia de eleccién para la mayoria de las candidosis, se les debe emplear en
casos muy extensos, cronicos y rebeldes a tratamientos topicos.

Ketoconazol. Es un imidazol fungistatico que se utiliza en varias micosis, €s
efectivo en el caso de candidosis; requiere de un medio 4cido para su absorcién por lo que
su absorcion disminuye en personas que ingieren firmacos de bloqueo de receptores H-2
histamienérgicos como cimetidina, ranitidina o famotidina, también en las personas que
ingieren antidcidos. Su espectro de accidén es conira hongos levaduriformes, hongos
bifdsicos y hongos dimérficos."”

Las dosis habituales son 200mg/dia en adultos por 5 dias. Los principales efectos
adversos que se reportan son nausea, anorexia y vémito. Otros efectos colaterales que se
han reportado son: Hepatotoxicidad, leucopenia, oli gospemia y ginccomastia.(5'67)

Itraconazol. Es un triazol, también requiere de un ambiente 4cido para su
absorcién, se une en un 90% a proteinas, es bien lolerade sus efectos adversos mnds
frecuentes son nduseas, diarrea, vomito, erupciones cutdneas y leucopenia. Las dosis son de
1-1.5 mg/Kg; en caso de candidosis 100mg/dia, puede duplicarse la dosis a 200 mg/ dia en
caso de candidosis vaginal durante 3 a 5 dias, No penetraa LCR.&¢?

Fluconazol Es un bistriazol fluorado. Se absorve casi por completo en vias
gastrointestinales, la presencia de acidez géstrica o alimentos no modifica la
biodisponibilidad del firmaco, su tiempo de vida media es de 25 a 30 h y penetra
facilmente a los liquidos corporales incluidos esputo y saliva, en LCR sus concentraciones

son de 50-90% de los valores simultancos en plasma, un 11-12% se encuentra ligado a

proteinas. Las dosis mas utilizadas son 50-100 mg/dia en candidosis bucofaringea, 100-200
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mg/dia en candidosis esofigica. No constituye un firmaco eficaz en la candidosis profunda
en pacientes intenisamente neutropénicos. Algunas especies de Candida, como Candida
glabrata y Candida rusei peden ser resistentes a este azol; ademas se han reportado casos
en los cudles las cepas adquieren resistencia, sobre todo en las candidosis recidivanies. @}

Los principales efectos adversos que se presentan son nduseas y vomito cuando las
dosis exceden de 200 mg/dia.

El fluconazol es el tratamiento de eleccidn para 1a profilaxis en pacientes con SIDA
y pacientes neutropénicos, debido a sus pocos efectos secundarios, ademds de que pasa la
barrera hematoencefilica, aunque se han reportado casos de resistencia a este antimicético,
sigue siendo el tratamiento de eleccidn para candidosis oral en pacientes VIH(+).¢!4+%7

La Anfotericina B es un macrélido poliénico heptaénico que contiene 7 daobles
ligaduras conjugadas en la posicion trans y es 3 amino-6,6 dideoximanosa unida at anillo
principal por un enlace glucosidico. Es producida por Streptomyces nodosus es, insoluble
en agua pero se le ha preparado para venoclisis unida en complejos con el desoxicolato, una
sal biliar. El complejo se distribuye en la forma de polvo liofilizado 30 mg de anfotericina
B, 41 mg desoxicolate v como amortiguador una cantidad pequefia de fosfato sodico, este
complejo forma un coloide con agua y sus particulas tienen un didmetro mucho menor de
0.4um.®

Tiene un gran espectro de accidn contra especies de Candida spp, C. necformans,
Balstomyces dermatitides, H capsulatum, C. immitis, P brasiliensis, Aspergillus,
Penicillium marneffei y los agentes etioldgicos de mucormicosis, ademas de algunos
protozoos como Leishmania brasiliensis 'y Naegleria fowleri, No posee actividad

antibacteriana.®”!



Su mecanismo de accion: Se une a la fraccion esterol, en particular al ergosterol gue estd en
la membrana de los hongos sensibles, por su interaccién con las membranas de los
microorganismos, 1os polienos forman conductos o poros, et resultado es un incremento en
la permeabilidad de la membrana que permite la salida de muy diversas moléculas
pequeiias. Otros mecanismos de accidn podrian incluir la lesién oxidativa a los hongos.©”
La resistencia a anfotericina B o nistatina es porque sustituyen al ergosterol por otros
esteroles precursores, aunque estos en algunas veces son poco viables. %"

La absorcién por via gastrointestinal es insignificante por lo que se administra por via
intravenosa, debe ser intrahospitalariamente disuelta en suero giucosado al 5% (nunca en
suero salino porque se precipita), es fotosensible por lo que debe cubrirse para evitar que se
destruya el farmaco; se aplica cada tercer dia por goteo lento de 5 a 6 horas. ©) Existe una
presentacion que no es sensible a la luz, no siendo necesario el cuidado de cubrirse de la
luz.

La dosis terapéutica es de 0.5-0.6 mg/Kg de peso que se administra en solucién
glucosada 5% en un lapso de 4 h. Se utilizz en los casos profundos y sistémicos (pacientes
neutropénicos) 0.25 a 0.75 mg/Kg de peso. 2

Los efectos secundarios més comunes que se presentan durante la administracién de la
anfotericina B son, cefalea, ndnseas, vomito, reaccién aguda a la anfotericina B que
comprende fiebre y escalofrios, decremento y aumento en la presion arterial, hiperpnea y
estridor respiratorio o hipotensién leve, anemia hipocrémica normocitica, malestar general,
pérdida ponderal y flebitis en sitios de venoclisis periférica 67 Esta comprobado que

genera dafio hepético, renal y problemas de coagulacién sanguinea, debido a esto se

recomiendan las siguientes indicaciones:
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* ] h antes se debe administrar un analgésico y antihistaminico.

*  [.a administracién debe ser en un tubo Y, una de las vias contiene a la anfotericina
B vy la otra permanece cerrada conteniendo solucion salina, de manera que Stose
presenta aiguna complicacion se puede cerrar la entrada del farmaco y se abre la
otra via (suero salino), que tiene como funcién diluir el medicamento y lavar las
venas.

« Cuando la dosis es mayor de 15mg se puede agregar una peguefia dosis de
hidrocortisona y heparina, para disminuir los efectos secundarios y evitar los
problemas de coagulacién sanguinea.

= Debe haber un chequeo constante del estado general del paciente, sobre todo la
presidn arterial.

*  Durante Ias sesiones deben valorarse los siguientes parametros: biometria hematica
y pruebas de coagulacién; pruebas de funcién hepatica, funcién renal y quimica
sanguinea.

Los pacientes que presentan una neutropenia muy severa, tendrdn fiebres que no son
eliminadas con los tratamientos antimmicrobiancs, y debido a que los hemocultivos la
mayoria de las veces son negativos, se recurre a la administracion de antimicéticos; se ha
comprobado que pacientes multitratados con antibiéticos sistémicos, y que no se erradica la
fiebre al administrar un antimicético 1a fiebre desaparece.!”)

Para que cualquier terapia tenga €xito, es necesario que se corrijan y controlen los
factores predisponentes, intrinsecos como extrinsecos.

Como medidas profilicticas es recomendable un tratamiento sistémico antimicético
(obligatorio) en pacicntes con antibioticoterapia prolongada y en pacientes con enfermedad

hematolégica.®!
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OBIJETIVO

Determinar la produccién de proteinasas en cepas de Candida sp aisladas de
pacientes con candidosis oral.

Determinar la frecuencia de Candida albicans aislada como agenie etiolégico en
candidosis oral, en pacientes con LLA (leucemia linfocitica aguda) v VIH (+)

Indicar el porcentaje de Candida sp aislada como agente parte de la flora normal en

pacientes sanos.
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OBIETIVO

Determuinar la produccién de proteinasas en cepas de Candida sp aisladas de
pacientes con candidosis oral.

Determinar la frecuencia de Candida albicans aislada como agente etioldgico en
candidosis oral, en pacientes con LLA (leucemia linfocitica aguda) y VIH (+}

Indicar el porcentaje de Candida sp aislada como agente parte de la flora normal en

pacientes sanos.



HIPOTESIS

Las cepas de Candida albicans son el principal agente etiologico producter de
candidosis oral en los pacientes inmunosuprimidos (VIH y LLA)}, las cepas de Candida
albicans aisladas de estos pacientes producen niveles elevados de proteinasas, por lo que

estas cepas son mas virulentas que las aisladas de portaderes sanos.

HIPOTESIS ALTERNA

No existe diferencia en la produccién de proteinasas entre el grupo de portadores

sanos y pacientes inmunosuprimidos.
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METODOLOGIA

Los pacientes fueron seleccionados de los pabellones de infectologia y hematologia,

asf come de voluntarios sanos.

30 cepas aisladas de pacientes VIH (+} que presenten candidosis oral.

30 cepas aisladas de pacientes con LLA que presenten candidosis oral.

60 cepas aisladas de personas sanas y que no presentan ningun factor predisponente.

METODO:

I.

Tomar muesiras de cavidad oral con un hisopo estéril o asa micoldgica, de los
pacientes VIH(+), con LLA que sufran de candidosis oral, asi como de los
voluntarios sanos.

Realizar examen directo de las diferentes muestras y observar al microscopio si se
encuentran estructuras parasitarias. Se considerar pacientes que pueden incluirse en
el estudio a aquellos que presenten en el examen directo pseudofilamentos y/o

abundantes cimulos de blastoconidias, en €l caso de candidosis.

. Sembrar las muestras obtenidas en los medios de Biggy, Sabouraud y Micosel por

24 a 48 ha 28 °C, para obtener las colonias del agente causzl. (primoaislamiento)
Observar las caracteristicas de las colonias obtenidas, realizar un examen directo de
las colonias para comprobar que son levaduras. En caso de haber contaminacién
bacteriana, aislar las levaduras en medio de Biggy.

Tomar una colonia aislada y sembrar en medio de Corn meal mas tween 80 al 1%,
con estrias anchas en caja de Petri, incubar a 28 °C por 48 a 72 h. La placa se debe
observa directamente al microscopio con el objetivo de 10x y 40x. La presencia de
pseudofilamentos y clamidoconidias {doble membrana) serd indicativo de que la

especie es Candida albicans.
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6.

Tomar un indculo de la misma colonia que se sembrd en el medio de corn meal, ¥
sembrar en 3 mL de caldo dextrosa peptona extracto de levadura (YEPD). este
medio estd compuesto per 1% (m/v) extracto de levadura, 2% (m/v} peptona y 2%
{m/v) de dextrosa, incubar por 24 ha 28 °C.

La secrecion de la proteinasa es ensayada en un medio sélido de agar albimina; un
disco de papet fiitro de 6 mm de didmetro sera empapado con el caldo YEPD que
contiene el desarrollo de la colonia elegida, resuspender el sedimento formado con
movimientos leves antes de empapar e} disco, cada disco serd para una cepa
diferente; Colocar el disco en un extremo del cuadrante de la caja de Petn. siendo 4
diferentes y en el centro un disco con solo caldo YEPD que servira como centrol de
trabajo.

Incubar las placas por un periodo de 5 dias a una temperatura de 37°C, al término de
este, las placas seran tefiidas con una solucidn de negro de amido 1% por 5 min.
lavando gentilmente 5 a 10 veces con agua corriente, hasta que el color del agua no
sea azul,

La protedlisis de la albitmina de suero bovino por las especies de Candida sera
notada colocando las placas sobre una lampara de luz blanca, o contra la luz,

observandose una zona incolora alrededor del disco.

. La actividad de la proteinasa serd evaluada con grados, grado negativo (-) cuando

no haya halo incoloro o que se encuentre limitada a la parte inferior del disco, grado
{+) tuando la protedlisis sea limitada a 1-2 mm alrededor del disco, y grado {(++)

cuando {a protedlisis sca mas de 2 mm alrededor del disco.
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RESULTADOS

Se incluyeron pacientes de 18-65 afios de edad, del sexo masculino y del sexo

fernenino, que presentaron candidosis oral (pseudofilamentos y/o abundantes cimulos de

blastoconidias, en el examen directe), con leucemia e infeccién por VIH hospitalizados de

los pabeflones de hematologia e infectologia del HGM ( Hospital General de México),

obteniendo los resultados siguientes. De 34 pacientes VIH(+) con sintomatologia clinica 30

(88.2%) presentaron candidosis oral, en ¢l caso de los pacientes con leucemia 30 (48.4%)

de 62, para el grupo control sélo se incluyeren aguellos en los cuales se aislé Candida sp en

1os culiivos, tomandose muestra a 139 voluntarios sanos y asldndose 60 (43.2%) cepas.

Tabla 1. Distribucién sexo y edad en los diferentes grupos.

Patologia Sexo Promedioc Edad
Femenino Masculino
VIH () 01 29 29 +/- 6
Leucemia 16 14 34 +-13
Voluntarios sanos 28 32 31+-12

Edad
w3
o

VIH (+)

Grifica 1.- EDAD PROMEDIO Y CANDIDOSIS

Leucemia

Patologia

Voluntarios sanos

‘BPromedio Edad
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i Grifica 2.- RELACION SEXO Y CANDIDOSIS

35
30
23
g 20 ‘B Femenino
2 g Masculino
g 15 I
Q
10
5
0.
VIH (+) Leucemia Voluntarios
$anos
Patologia
Tabla 2.- Distribucion de cepas en voluntarios sanos
VOLUNTARIOS SANOS
Especie Cantidad %
Candida albicans 36 60.0
Candida tropicalis i5 25.0
Candida krusei 04 06.6
Candida parapsilopsis 05 08.6




Cantidad y porcentaje

Grafica 3.- ESPECIES DE Candida PRESENTE EN VOLUNTARIOS
SANOS

Cantidad
kG

Candida Candida  Candida krusei ~ Candida
albicans tropicalis parapsilopsis

Especie

Se aislaron varias especies en Jos diferentes grupos, siendo los siguientes:

Tabla 3.- Especies aisladas en los pacientes VIH(+)

PACIENTES VIH(+)
Especie Cantidad %
Candida albicans 30 . 100




Tabla 4.- Diferentes especies en los pacientes con leucemia.

PACIENTES CON LEUCEMIA
Especie Cantidad %
Candida albicans 20 66.6
Candida tropicalis 05 16.6
Candida krusei 03 10.0
L Candida parapsilopsis 02 066

Grafica 4. DISTRIBUCION Candida EN PACIENTES

CONLLA
70 -
60 .
@
g 50
= I
3 I
g 4 e Caiidad
': 30 - m% .
=1 =
= ‘
5 20
< !
10 -
0 .. i Q ,.__Q_ 1
Candida Candida Candida krusei Candida
albicans tropicalis parapsilopsis
Especie
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Tabla 5.- Distribucién de cepas en voluntarios sanos

PORTADORES SANOS
Especie Cantidad T Y

Candida albicans 36 60.0

Candida tropicalis 15 25.0

Candida krusei 04 06.6

Candida parapsilopsis 05 08.6

Resultades de protedlisis:
Tabla 6.- Produccion de proteinasas en pacientes VIH{+)
Pacientes VIH(+}
Especie Proteinasa (+) % Proteinasa (-) Yo
Candida albicans 14 46.6 16 533

54 .

52

50

48

46

44,

Grifica 5.- PORCENTAJE DE PROTEINASAS EN PACIENTES VIH(+)

C otbhicans

&% proteinasa +

W% proteinasa -
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Tabla 7.- Produccion de proteinasas en pacientes con leucemia.

~

Pacientes con Leucemia

Especie Proteinasa (+) % Proteinasa (-) Yo
Candida albicans 09 300 11 36.6
Candida tropicalis 03 10.0 02 06.6

Candida krusei 00 00 03 10.0
Candida parapsilopsis 00 00 02 06.6

Porcentaje

Griafica 6.- PORCENTAJE DE PROTEINASAS EN
PACIENTES CON LLA

E % proteinasa +

W% proteinasa -

o) o 59
& & A
) N
o° ¢ &

g

QQ
C, -
Especie
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Tabla 8.- Produccion de proteinasas en voluntarios sanos

Voluntarios sanos

Especie Proteinasa (+) % Proteinasa (-} %o
Candida afbicans 25 41.6 11 18.3
Candida tropicalis 11 18.3 04 06.6
Candida krusef 01 1.6 03 05.0
Candida parapsilopsis 00 00 05 08.3

Grifica 7.- PORCENTAJE DE PROTEINASAS EN

VOLUNTARIOS SANOS

Porcentaje

Especie

B% proteinasa +

W% proteinasa -
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Grifica 8.- PORCENTAJE DE CEPAS DE Candida
albicans PRODUCTORAS DE PROTEINASAS

120

100 ‘@% C albicans
0 ﬂ % Proteinasas

60
40

Porcentaje

20

VIH(+) Leucemia

Patologia

Gréfica 9.- PORCENTAJE DE PROTEINASAS DE CEPAS DE Candida sp
60
50
[l % proteinas

40
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Porcentaje
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YVIH Leucemia Control
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Se analizé la produccidn de proteinasas utilizando una prueba de chi cuadrada:
Se parearon losgrupos 1y 2, 1 v 3,2y 3.
Y se obtuvieron fos siguientes resultados;

Grupo ly2
) G
Sin
Correccion 0.27  0.602
Mantel 0.27 0.605
Yates 0.07 0.794
OR 1.31
RR 0.65-2.09
Acepta Ho
o=0.05
2 grados de libertad

Se realiz6 como prueba estadistica X” en una tabla de 2x2 comparando los resultados de

Grupo 1y 3
X P
1.83 0.175
1.81 0.178
1.27 0.259
0.54
0.20-1.44
Rechaza Ho

Grupo 2y 3
X* p
3.79 0.051
3.74  0.053
2.6 0.085
0.41
0.40-1.05
Rechaza Ho

los diferentes grupos con un intervalo de confianza de 95% y 99.5%, los valores de X2

tedricos o de tablas son: X g90s=7 88 vy Xzo 95= 3.84; los resultados fueron los siguientes:

Tabla 9 - Comparacién del grupo de inmunocomprometidos (VIH(+) y Leucemia)

contra control

Proteinasa + | Proteinasa - Total
Inmunoc 26 34 60
Control 37 23 60
63 57 120

El valor de X* = 0.04
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o Tabla 10.- Comparacién de las cepas de Candida albicans contra Candida spp

productoras de proteinasas en el grupo de pacientes con jeucemia

Proteinass + | Proteinasa - Total
C. albicans 09 1] 20
Candida spp 03 07 10
12 15 30

El valor de X* = 0.005

e Tabla 11.- Comparacién de las cepas de Candida albicans contra Candida spp

productoras de proteinasas en el grupo de pacientes control

Proteinasa + | Proteinasa - Total
C. albicans 25 1] 36
Candida spp 12 12 24
37 23 60

El valor de X* =0.04
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DISCUSION

Candida albicans es un microorganismo oportunista, que se encuenira en cavidad
oral como miembro de la flora normal, en mas de la mitad de la poblacién humana; las
relaciones parasito-hospedero v la expresién de la enfermedad depende del equilibrio que
existe entre ellas, también de !a virulencla del microorganmismo y las defensas del
hospedcro(m‘:’ 338),

En los resultados podemos ver gue se aisld Candida spp en un 43 2% de la
poblacién de voluntarios sanos. que corresponde a casi la mitad de la poblacion. de ésias un
60% comresponde a Candida wibicans seguida de C. tropicalis, C. parapsilopsis y C
kruset.(tabla 2 y grafica 3)

La candidosis oral es una de las micosis mds frecuentes en los pacientes
inmunosuprimidos, siendo su principal agente etiologico Cardida  albicans
primordialmente en los pacientes VIH(+) v los pacientes que sufren céncer hematolégico
(leucemia), y si no se toman las medidas adecuadas esta puede diseminarse y causar una
sepsis. %)

La distribucion de edad (grafica 1 y tabla 1), podemos observar que la mayorfa se

encuentra en el periodo de edad productiva, en el caso del grupe VIH se presenta una
desviacién menor que en los otros dos grupos, esio nos indica que la mayoria de pacientes
afectados presentan una edad menor que en los leucémicos y voluntarios sanos, de hecho
podemos ver que cn el que se encuentra un mayor rango es en los pacientes con leucemias;
esto también seria indicativo de que los pacientes con leucemia tienen un mayor periodo de
sobrevida que Jos pacientes infectados con VIH.

El sexo { tabla | y grafica 2) sc encuentra distribuido equitativarnente en ios grupos

de feuccmia v control, pero se ve la gran desviacidn en los pacientes con VI
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Se analizaron los diferentes grupos con la prueba estadistica chi cuadrada para
comprobar si existe diferencia significativa entre ellos.

Comparande los grupes 1y 2 ( VIH y lencemia) podemos ver que se acepta la hipotesis
rla, concluyendo gue no existe diferencia significativa enire estos dos grupos por lo que la
produccién de proteinasas no es diferente entre ellos.

Comparando los grupos 2 y 3 (leucemia y control) y los grupos 1 y 3 (VIH v control)
podemos ver que ia hipotesis nula se rechaza, concluyendo gue si existe diferencia
significativa entre estos grupos, por 1o que si existe diferencia en la produccién de
proteinasas entre ellos

Comparando los grupos de inmunocomprometidos con el grupo control (1abla 9),
también encontramos diferencia significativa siendo mayor la producecion en el grupo
control.

Analizando las cepas de Candida albicans productoras de proteinasas podemos ver que
en el grupo de leucemia hay una diferencia significativa, por lo que Candida albicans
produce una mayor cantidad de proteinasas que Candida spp, stendo el mismo resultado
para el grupo control.(tabla 10 y 11)

La produccién de proteinasas es muy importante, debido a que es un factor de
virulencia que le ayuda a la levadura a diseminarse, en los pacientes que presentan una
supresion en el sistema inmune celular la diserninacion por Candida albicans hacia otros
organos es mas factible; la expresion de la proteinasa puede servir como un antigeno para
decirnos si la sepsis se trata por Candida spp, siendo una herramienta muy util debido a que
los hemocultivos para Candida spp generalmente son negativos, y la respuesta a la
candidina no ¢s mdicativo debido a que casi todas las personas son positivas por tener

contacto con ésta. Un problema ¢s que no todas tas cepas de Candida albicans producen
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esta proteinasa, pero si nos puede indicar que se trata de una cepa mds virulenta que las
cepas de Candida que no producen esta proteinasa.

Se comprobd que las cepas de Candida albicans como agente causal de candidosis en
los pacientes inmunosuprimidos. producen mas proteinasas que las cepas provenientes de la
flora normal, siendo un factor importante, debido a que estas cepas pueden ser fuente de
infeccién para los demas pacientes hospitalizados y ser un foce de infecciones
nosocomiales intrahospitalarias. ademas de que estas cepas por ser mas virulentas
produciran lesiones mas graves y en menor tiempo que aquellas que no sean productoras de
proteinasas.

Por otra parte las cepas de Candida tropicalis produjeron una mayor cantidad de
proteinasas en los voluntarios sanos que en los otros grupos.

La expresion de esta proieinasa i vitro no es indicative de que se produzea 1n vivo,
tendriamos que realizar un estudio donde se compruebe la expresion de ia proteinasa tanto
in vivo como in vifro, que provengan de la misma fuente de infeccion; ya que la expresion
in vitro es inducida por el medio de cultivo v que no encuentra fuentes de nitrdgeno mds
sencillas que a partir de las proteinas, por lo que si no se induce la expresion de esta enzima
en el microambiente oral. por las diferentes condiciones esta no serd producida in vivo.

Debido a que la produccidn de proteinasas es un mecanismo de virulencia, aquellas
cepas que sean productoras de estas serdn mas virulentas que las demds, también habria que
analizar todos o la mayoria de los factores de virulencia, que son las otras enzimas, la
capacidad de producir pseudofilamentos y toxinas, de manera que aquellas que produzcan

la mayor cantidad de esios seran mads virulentas.



CONCLUSIGNES

El 43.2% de la poblacion de voluntarios sanos es portador de Candida spp. como
parte de la flora normal, siendo la principal especie Candida albicans (60%).

No existe diferencia en la produccidn de proteinasas entre os grupos de pacientes
VIH(+) v Leucemia,

Las cepas de Candida albicans aisladas de pacientes inmunosuprimidos produjeron

ura mayor cantidad de proteinasas que las aisladas de los voluntarios sanos.
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