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1. INTRODUCCION

En la actualidad sabemos que parte de la microbiota bucal esta conformada
por hongos del género Candida que son levaduras con mas de 200 especies,
de las cuales las mas patdégenas que se encuentran en boca son: Candida
albicans C. tropicales, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, entre otras.
Candida se caracteriza por ser una infeccién oportunista, que aprovecha su
capacidad de adherencia al hospedero o a superficies inertes; asi como su
facilidad y rapidez para crecer y multiplicarse en la boca.

Para que produzca una micosis se requiere la presencia de varios factores
sistémicos y locales que puedan desencadenarla, por ejemplo: un sistema
inmunolégico inmaduro (nifos), embarazo, estados de inmunosupresion,
incluyendo infecciones por VIH, discrasias sanguineas, neoplasias malignas y
enfermedades crdnicas debilitantes, entre otras.

Establecer la colonizacién de Candida y sus especies existentes en la cavidad
bucal de una persona aparentemente sana o0 sin una inmunosupresion es sin
duda, de importancia para el odont6logo pues la cavidad bucal es su area de
trabajo. El diagnéstico de Candida se basa en diferentes técnicas de
laboratorio. EIl CHROMagar Candida® es un medio cromagénico utilizado para
el aislamiento e identificacién de levaduras del género Candida.



2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes Historicos

El estudio del género Candida que se encuentran en la micribiota bucal se
remonta a Hipdcrates, quien en su libro de “Epidermics” la describié como
“placas blanquecinas en la boca de los pacientes debilitados y recién nacidos”
lo anterior probablemente corresponde a la estomatitis que es producida por C.
albicans. '

Posteriormente Berg en demostré el origen fungico de las lesiones bucales,
observé que era una infeccién oportunista que frecuentemente se presenta en

el humano cuando se encuentra debilitado .

En 1844 Bennet y en 1853 Robin, aislaron el hongo y de nueva cuanta

afirmaron que la enfermedad es propia de pacientes debilitados. +?

En 1853 Robin reconocié que la baja del estado de salud general, hace
susceptible al organismo para permitir el desarrollo de Candida. ('?

A través de los afos, muchos autores han descrito las variedades clinicas, y
han realizado trabajos epidemioldgicos. En la actualidad la candidiosis sigue
siendo una de las enfermedades mas estudiadas a todos los niveles en

cuestion de salud. '?

El nombre del agente etiolégico ha pasado por diversos géneros y especies, se
han llegado a contar hasta 250 acrénimos, de los mas importantes tenemos a
Oidium albicans (Robin 1853), Monilia candida (Bonoderm y Hansen 1868) este
ultimo en 1932 gracias a estudios realizados por Langeron y Talice quedd
clasificada como Candida albicans y en 1959, en el Octavo Internacional



Botanical Congresss, en Montreal, se acepto oficialmente el género Candida. *
2,3,4)

En la actualidad Candida queda clasificada de la siguiente manera:

CLASE: Deuteromycetes o fungi imperfecti

SUBCLASE: | Blastomycetidiae

ORDEN: Criptococal

FAMILIA: Criptocaceae

GENERO: Candida

ESPECIES: | albicans, tropicalis, stellatoidea, krusei, parapsilosis,
glabrata,  pseudotropicalis,  guillermondii, famata,

lusitanie, kefyr y zeylanoides

Tomado de: J. Bonifaz. Micologia. Editorial Interamericana. Segunda edicién. México D.F. Mendez Editores;
2000. Pp 318

Actualmente Candida sigue siendo muy estudiada, debido a que la enfermedad
que provoca, “candidosis”, que es una micosis oportunista, ha aumentado su
frecuencia en las ultimas dos décadas. (" Esta constituye en la actualidad una

de las micosis mas importantes que se ven en la practica diaria. ¥



2.2 Epidemiologia

La Candidiasis es una micosis cosmopolita, es decir que no es propia de un

sitio y es la micosis que méas se presenta en todo el mundo. 3 %),

El habitat de diversas especies de Candida es el humano y algunos animales
homeotérmicos. No se aisla del suelo, ni de detritus vegetal, Solo algunas
veces se ha asilado en vegetales, pero se considera que se han sufrido

contaminacion fecal. 4.

Las especies de Candida forman parte de la microbiota normal de mucosas de
la cavidad bucal, faringe, tracto gastrointestinal, vagina, tercio externo de la
uretra y de la piel de humanos. .

Se presenta en todas las edades, pero de manera comun en los lactantes y en

la tercera y cuarta década de vida; es decir afectando los extremos de la vida.
(4,5, 6)

El recién nacido es colonizado por esta levadura al contaminarse durante su
paso por el canal vaginal, ya que forma parte de la flora habitual de la vagina ).
Cuando la mujer se embaraza, la flora de Candida se incrementa de 30 a 75%
debido entre otras cosas a desequilibrios con la flora bacteriana, aumento de

glucégeno, cambios de pH, y baja de respuesta inmune. 3 %9,

La candidosis afecta a ambos sexos por igual, unicamente los casos genitales

son mas frecuentes en la mujer por las condiciones anatémicas propias de la

vagina %),



La candidosis afecta frecuentemente a personas cuyo trabajo u ocupacion
estan relacionados con un ambiente humedo (lavanderas, panaderos,

limpiadoras de fruta y pescado, taberneros, etc.). ®

El periodo de incubacién de esta micosis es casi imposible de determinar
debido a que Candida forma parte de la flora normal de las mucosas de la
cavidad bucal, faringe, tracto gastrointestinal, vagina, tercio medio de la uretra 'y

de la piel humana. 23

Para que pueda producirse la colonizacion, infeccién y la enfermedad por
Candida se deben presentar algunas alteraciones en las defensas celulares del

huésped, en la fisiologia, o en la composicién de la flora normal ©

Por lo tanto la candidiasis es una micosis dada por el incremento en diferentes
factores de riesgo, los cuales se dividen en enfermedades que directamente
causan inmunosupresion en el hospedero y aquellos que facilitan la ruta de
diseminacién de Candida ‘. Por ejemplo los casos de candidemia
generalmente estan relacionados por la combinacion de carios factores como

neutropenia, edad avanzada y el tratamiento para el padecimiento base

El desequilibrio ecolégico, la inmunodeficiencia, que llevan al organismo a una
baja de defensas, propician el oportunismo y el desarrollo de la infeccion. Los

factores del oportunismo son de varios tipos:

1: Fisicos: traumatismos (microtraumatismos externos, tratamiento quirdrgico
como las exploraciones con endoscopios), lesiones consecuencias de un
tratamiento operatorio, traumatismos causados por el paciente (mordidas,

rasgufos, etc.) radiaciones, humedad.



2. Quimico: como cambios de pH cutdneo o en mucosa, el uso de
medicamentos (inmunosupresores, glucocorticoides, antibibticos), el uso de

drogas.

3. Bioldgicos: prematurez, embarazo (especificamente el tercer trimestre donde
debido a cambios de pH, asi también por los cambios de concentracion de
progesterona y estradiol) ©®*°  diabetes, linfomas, leucemia, obesidad,
insuficiencia renal, infecciones cronicas, sindromes de inmunodeficiencia,

alimentacion parenteral, etc. #*°)

Dentro de las causas de oportunismo mencionadas, la iatrogénica ocupa un
lugar preponderante; en ocasiones provocadas por el médico o el odontdlogo
como son: protesis mal ajustadas asi como el mal estado de las dentaduras,
maniobras quirurgicas, el uso de antibiéticos por un tiempo prolongado, el uso
de glucocorticoides, el tratamiento con anticonceptivos orales y dispositivos

intrauterinos. ¢ %

En odontologia algunos de los factores de riesgo incluyen: la funcién de las

glandulas salivales, habitos de higiene, habito del tabaco. ¢ 7.

Todos los Factores mencionados mas la dieta alta en carbohidratos que

actualmente llevamos favorecen la presencia de candidemias.

Ademas de lo anterior debido a que Candida es parte integral de nuestra
poblacién de microorganismos, regularmente van a provocar enfermedades
enddbgenas favorecidas por algun factor predisponente del paciente; sin
embargo, hay ocasiones en que la candidosis se presenta de manera exdgena,
por ejemplo por introduccién de grandes inéculos de levaduras a traves de

catéteres y de jeringas no estériles (por drogadiccién) o por cateterismo. ¢ 7).
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2.3 Patogenia

La candidosis es una clasica enfermedad oportunista que requiere
forzosamente de factores predisponentes, la mayoria de las veces se origina de

manera enddgena. & 7).

Candida es un hongo comensal del cuerpo humano, que dependiendo de las
condiciones del ambiente que lo rodea, puede causar desde leves infecciones
cutdneas, hasta candidosis sistémicas fatales en cualquier 6rgano, en

pacientes inmunocomprometidos. ¢ 7).

Esta versatilidad de patologias depende en mucho de su habilidad de sobrevivir
como comensal en diferentes sitios anatémicos del ser humano. Esta habilidad
de Candida de adaptarse a multiples condiciones del ambiente, puede
ejemplificarse con su adaptacién a un rango de extremos fisiol6gicos como el
pH. (6.7.8)

En el pH neutro de la sangre o tejidos, este microorganismo expresa el gen
PHR1, cuya funcién esta asociada a la sintesis de la pared celular, y su
expresion optima es el pH neutro (en la boca el pH es de 6.8 a 6.9), mientras
que en el canal vaginal, la expresion de PHR1 se apaga, y otro gen regulado
por pH (PHR2) provee una funcién similar pero a un pH &cido. "%,

Ademas la levadura se adapta a microambientes multiples presentes en los
diferentes tejidos del hospedero; crece en condiciones de microaerofilia (aun en
aerobiosis) y en anaerobiosis normal, diferentes concentraciones de sales,
etc.; esta adaptacion tan extraordinaria se conoce como apagado de genes
(phenotypic swiching) y explica la capacidad de Candida de sobrevivir a en

condiciones de los micronichos del mamifero hospedero. ('),
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La patogenicidad de Candida esta basada en su habilidad para causar dafo.
Incluyen tres principios, en primer lugar, la patogénesis como resultado de una
interaccién entre el hospedero y el microorganismo, en segundo lugar que este
resultado esta determinado por la naturaleza cuantitativa de dafo, y por ultimo
que este dano, este dado por factores del microorganismo y/o por la respuesta
del hospedero. '),

Candida tiene una capacidad de virulencia mediante diferentes sustancias. El
sistema de interaccion se basa en el tipo de adhesina (mananoproteina,
manana, u otros), y en la naturaleza del ligando de la célula del hospedero.

Entre ellas:

a) Mananoproteina de superficie con actividad tipo lectinas hacia células
epiteliales (vaginales y bucales) con ligandos de superficie glicosidicos con

residuos terminales fucosil o N-acetilglucosamina‘® .

b) Mananoproteina-CR2/CR3 que imita los receptores de complemento de
células de mamiferos con respecto al reconocimiento de ligandos. Esta
proteina de Candida reconoce ligandos con la secuencia de aminoacidos
arginina-glicina-acido aspartico como en iC3b, fibrindgeno, laminina vy

fibronectina. Esta serfa una interaccién proteina/proteina. '+2 7).

c) Oligosacaridos de manana factor 6, del cual no se conoce la naturaleza del
ligando de la célula del hospedero.

d) Quitina, la cual no se conoce la naturaleza del ligando del hospedero.
e) Mananoproteina reconocida por un receptor manosil de macréfagos

esplénicos. Esta interaccion corresponde al oliogosacarido (Candida) proteina

(macréfago). %),
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Actualmente, tres genes, ALA1,ALS1 y HWP1, que codifican para proteinas con
propiedades de adherencia y consistentes con la unién B-1,6 glucana de la
pared celular de Candida, han contribuido al conocimiento de la topologia de
las adhesinas/proteinas. Una adhesina de tubos germinales e hifas, Hwp1, se
adhiere a las células epiteliales bucales, por un mecanismo de adhesiéon no

convencional, a través de una transglutaminasa. "%,

Las células microbianas poseen enzimas hidroliticas constitutivas e inducibles
que destruyen o alteran los constituyentes de las células del hospedero para
promover su invasion a los tejidos. Las enzimas hidroliticas secretadas
extracelularmente por C. albicans consideradas de manera significativas en su
patogénesis son-. Aspartil proteinasas secretadas (Sap) que hidrolizan uniones
peptidicas, fosfolipidos y lipasas (Lip). Una elevada actividad hidrolitica con
amplia especificad de sustratos se ha encontrado en diversas especies de
Candida, pero de manera considerable en C. albicans. Esta actividad hidrolitica
se ha atribuido a familias multigenéticas con al menos diez miembros para

Saps y Lips y diversos miembros para las PL (fosfolipasas). "%

Aspartil proteinasas secretadas (Saps). Esta actividad también ha sido
encontrada in Vitro en la mayoria de otras especies patdégenas de Candida, por
ejemplo C. dubliniensis, C. tropicalis y C. parapsilosis. También es relevante
para el establecimiento de infecciones en la mucosa por C. dubliniensis. Estas
diez isoenzimas de proteinasas (Sap1 a Sapi10) poseen diferentes pH s
Optimos con un rango de actividad proteolitica entre pH 2.0 a 7.0, lo que es
esencial para el hongo cuando infecta ya sea la mucosa vaginal o la cavidad
oral. Hasta ahora se han identificado diez genes SAP localizados en cinco
distintos cromosomas. Diferentes genes Sap son expresados en candidosis
sistémicas y localizadas y parecen tener diversos papeles durante los distintos

tipos de infecciones. (" 2?
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Para determinar la relevancia de estas actividades enzimaticas en la virulencia
de Candida, se han utilizado inhibidores de proteinasas y se observo una
reduccion de esta en modelos invitro de candidosis bucal, cutdnea y vaginal
usando epitelio o epidermis reconstituidos. También se demostré que los
inhibidores de proteinasas de HIV eran capaces de inhibir la actividad de las
Sap, mostrando un efecto protector durante infecciones experimentales de
mucosas y epidermis. ¢ 7:8),

Ademas, lograron reducir la adherencia de las células epiteliales, sugiriendo
que la actividad de proteinasa esta involucrada en la adherencia de las células
de Candida a las superficies del hospedero. Este fenédmeno fue observado
clinicamente en la disminucion de la prevalencia de candidosis bucal en los
pacientes con SIDA tratados con terapia antirretroviral. Estos datos sugieren
que las Sap estan involucradas en los estudios tempranos de la infeccion por
C. albicans. "?

Fosfolipasas(PL). Este termino describe un grupo heterogéneo de enzimas que
hidrolizan una o mas uniones de esteres en glicerofosfolipidos. Se han
detectado diferentes subclases de PL para C. albicans, PLA,PLB,PLC,y PLD.
Hasta la fecha se han caracterizado y clonado dos genes de PLB extracelular,
PLB1 y PLB2, y tres genes de PL intracelular, PLC1, PLC2 y PLD. Las
funciones de las fosfolipasas durante las infecciones por C. albicans no se
conocen con exactitud pero han sido implicadas en la penetracién a las células
del hospedero, adhesion a las células epiteliales y probablemente en la
interaccién con las vias de transduccion de sefales del hospedero. ¢ 7:89),

Estudios realizados en dos modelos murinos, el primero de diseminacion
hematdgena y el segundo de infeccion oral- gastrica, con mutantes (delecion
de algunos genes), mostraron que PLB no producia avirulencia total en el
modelo de diseminacion hematégena, por lo que la patogenicidad de C.
albicans puede estar regulada por mas de un determinante. Los resultados en

el modelo oral-intragastrico indicaron que las fosfolipasas pueden ser criticas

14



tanto en la diseminacion de C. albicans por la via gastrointestinal como por la

via hematégena. (23

Lipasas (Lip). Las lipasas hidrolizan las uniones ésteres en la interfase
formada entre la fase insoluble de tricilglicerol y la fase acuosa donde se
disuelve la enzima. El primer gen de lipasa clonado de C. albicans se denominé
LIP1. A partir entonces se clonaron y caracterizaron otros nuevos genes (LIP2-
LIP10) de esta familia de lipasas. También se detectaron secuencias similares
de LIP1-10 en otras especies de Candida como C. tropicales, C. parapsilososy
C. krusei. Los estudios realizados hasta ahora han demostrado una gran
flexibilidad en la expresién in vitro e in vivo de un gran numero de genes LIP,
reflejando una posiblemente una amplia actividad lipolitca que podria
contribuir a la persistencia y virulencia de C. albicans en el tejido humano. Sin
embargo el papel y funcidon de las lipasas durante las infecciones por este

hongo todavia tienen que ser elucidadas. 3%

Por lo anterior queda claro que el dafo tisular se produce por la accién directa
del microorganismo, pero también como consecuencia del mecanismo de
defensa que el hospedador establece ante la invasién tisular, tanto por las
reacciones inmunoalérgicas frente a los antigenos candidiasicos (mediadas por
IgE), como por un mecanismo de hipersensibilidad retardada, como ocurre en

la candidosis mucocutanea crénica. %,

2.4 Aspectos clinicos

La candidosis es una de las infecciones mas frecuentes y polimorficas que
atacan al hombre, su nivel de profundidad o sistematizacién no dependen tanto

del agente etiolégico en si, sino del factor predisponerte con el que se asocie.
(9,10)

Las infecciones por Candida suelen dividirse en:

15



Candidosis Tipo Clinico

Mucocutanea - Bucal

- Genital

- Gastrointestinal
- Broncopulmonar

- Mucocutanea-croénica

Cutanea - Intertrigos

- Onicomicosis

- Del area del panal
- Pustulosis

- Granuloma

Sistémica - Septicemia

- Tracto urinario
- Meningitis

- Endocarditis

Tomado de: J. Bonifaz. Micologia. Editorial Interamericana. Segunda edicién. México D.F. Mendez Editores;
2000. Pp 304

La candidosis bucal esta clasificada como una candidosis de tipo mucocutanea
@ Existen diferentes tipos de candidosis entre ellas podemos encontrar a la
mas comun la candidosis pseudomembranosa, atréfica, hiperplasia crénica,

estomatitis por prétesis removibles, y quelitis angular .

La Candidiosis pseudomembranosa también conocida comunmente como
algodoncillo, trush o muguet bucal, predomina en los recién nacidos vy

ancianos. %34,

Aparece con frecuencia en recién nacidos, debido al bajo pH existente en la
cavidad bucal y la ausencia de un ecosistema microbiano estable que inhibe su
desarrollo; se contrae por un fuerte in6culo adquirido a través del canal del

16



parto, sobre todo cuando la madre ha presentado candidosis vaginal en el
ultimo tercio del embarazo. Ademas de esto el nifio también paso por una
inmunosupresidn transitoria cuando deja de ser alimentado con leche materna
ya sea por la edad o por causas ajenas. En adultos se manifiesta en diabéticos,

o después de tratamientos antibacterianos prolongados. 234,

Se caracteriza por presentar una extensa y consistente pseudomembrana de
color blanquecino que consta de células de descamacion epitelial, fibrina, e
pseudohifas fungicas (pseudomicelios y levaduras Candida sp.), unidas al

epitelio inflamado. ?348),

Estas pseudomembranas se encuentran en la superficie mucosa bucal,
usualmente se presenta en lengua (glositis), paladar, orofaringe y encias); en
casos severos se puede extender a la faringe o al eséfago. Al retirar esta placa

(3

puede quedar una superficie eritematosa en la mucosa ®, cuyo sintoma mas

comun es el ardor y el dolor que impiden por lo general de la alimentacion,

sobre todo en nifios. ? 3%,

El diagnéstico usualmente sencillo pero debe comprobarse con un estudio

microbiolégico. #349),

Cuando el cuadro se hace crénico es posible ver colonizacion completa de la
lengua, dando el aspecto de una “lengua vellosa” pueden ademas presentarse
fisuras y ulceras sumamente dolorosas. En raras ocasiones se puede presentar
dando una apariencia negra a lo que se denomina “lengua negra pilosa” esta se

observa frecuentemente en pacientes con SIDA. ¢ 3489

La candidosis bucales pueden extenderse a las comisuras labiales formando
“boqueras” o perleche candidésico, generalmente constituido por placas
eritoescamosas y erosionadas. A veces la quelitis angular va acompanada por
estomatitis cronica o también llamada estomatitis subplaca, debido a que se

17



presenta en una sola placa bien adherida y se relaciona con pacientes con

prétesis mal adaptadas ©®1"213),

La candidosis atrofica crénica se observa principalmnte en los pacientes que
usan protesis removibles, relacionada, entre otros factores con traumatismos
continuos y con una escasa higiene bucal; y diversas manifestaciones que son
conocidas clinicamente como formas eritematosas, leucoplasia-candidosis y

formas nodulares. 11213,

La candidosis bucal puede tambien dividirse en dos tipos:

Candidosis aguda que comprende la variedad clinica mas comun que es la
pseudomembranosa (trush o algodonsillo) y la atréfica que se presenta mas en

paladar y es propia de pacientes bajo antibicoterapia prolongada. ®1"12:13),

Candidosis cronica que incluye varias formas: la quelitis (perleche) casi
siempre angular, a veces acompafada por estomatitis crénica o bien en
pacientes aprensivos con escasa dentadura, que tienen la costumbre de
frotarse la lengua sobre los labios; la atrofica crénica o llamada también
estomatitis subplaca, debido a que se presenta en una sola placa bien
adherida y se relaciona a pacientes con prétesis mal adaptadas; la
hiperplasica, clinicamente indistinguible de la vellosa de origen viral, se
presenta sobretodo en los carrillos y es muy comun en pacientes con SIDA, y
por ultimo la candidiasis mucocutanea cronica, que es una entidad mas

granulomatosa y crénica. 234,

Clasificacion clinica de la candidosis bucal

AGUDA CRONICA
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- Quelitis (angular)

-Pseudomembranosa - Atrofica o estomatitis
subplaca
-Atréfica - Hiperplasica

- Mucocutanea croénica

Tomado de: J. Bonifaz. Micologia. Editorial Interamericana. Segunda edicién. México D.F. Mendez Editores;
2000. Pp 306

Los pacientes sometidos a una antibioticoterapia prolongada pueden presentar
una candidosis atréfica que se presente en el paladar. 234,

Entre las candidosis profundas, algunas de ellas afectan las mucosas del
aparato digestivo, como la esofagitis candidiasica o la candidosis
gastrointestinal; otras afectan el aparato urinario, en forma de cistitis 0 absceso
renal; otras afectan el peritoneo como las peritonitis o el absceso
intraabdominal. De igual modo, existen otras pulmonares, del sistema nervioso

central y oculares por mencionar algunas. %34,

2.5 Diagnostico diferencial

La identificaciébn correcta del agente causal es la base para la eleccion del
tratamiento  etiolégico correcto. Realizar el Diagnéstico Diferencial muy
importante ya que es un procedimiento que se realiza para evaluar las
enfermedades que tienen un cuadro clinico similar. En el caso de la candidiasis
bucal el diagnostico diferencial incluye: Estomatitis aftosa, lengua saburral,

herpes, lengua geografica, geotricosis y leucoplasia pilosa. 2%
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2.6 Diagnéstico de laboratorio

Para realizar el diagnéstico de laboratorio de Candida se puede realizar el
examen directo a partir de exudado, esputo, escamas, sangre, etc. El material
obtenido se coloca entre porta y cubreobjetos con un aclarante, de preferencia
KOH al 10%. Posterior a esto se puede acercar a la flama con el fin de
acelerar la reaccién. Se pueden realizar también tinciones como Gram, Wriht,
Giemsay PAS. ¢6.7.8)

La observacion al microscopio se realiza con el examen directo, presentadndose
grandes acumulos de blastoconidias de aproximadamente 2 a 4u de diametro y
pseudomicelios cortos o largos, estos determinan el estado patégeno y

virulento de la levadura y nos afirman el diagnéstico 2.

Todas las especies de Candida se reproducen asexualmente por
blastoconidias las cuales son conidias que se forman por gemacién mientras
que las clamidoconidias son esporas que se forman del engrosamiento de las
hifas, especificas de C. albicans. No se consideran formas de reproduccion,
sino de resistencia, por que generalmente nacen en condiciones adversas y
pueden se terminales o intercalares. La prueba de produccién de
clamidoconidias permite identificara C. albicans y a su vez diferenciarla de C.
dubliniensis . La formacién de clamidoconidias se da en un medio de agar
harina de maiz o agar incubados a 25°C durante 48-72 horas. Candida se
caracteriza por formar pseudohifas que se forman a partir de gemaciones
(blastoconidias); éstas no se desprenden de la célula madre, y posteriormente
sufren elongaciones hasta dar origen a una estructura similar a la hifa

verdadera. ®%19)

Candida crece en la mayoria de los medios de cultivos habituales como son:

Sabouraud dextros agar (SDA), papa dextrosa agar, gelosa sangre, infusion de
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cerebro corazén, extracto de levadura y soya tripticasa 2

; Es importante saber
que Candida crece en medios de micosel, sin embargo algunas especies son
inhibidas por la cicloheximida (C. tropicales, C. parapsilosis, C .krusei y C.
zeylanoides), por lo que se recomienda hacer siembras en medios de
Sabourraud. Sin embargo en los ultimos afos se ha promovido el uso de medios
cromdgenos como medios de cultivo para Candida como: Yeast Médium Aniline
Blue®, Fluoroplate®, Candichrom, albicans ID®, Candiselect® CDA y maés

recientemente CHROMagar Candida® (¢:7:8:2:10.11.14.15).

Estos medios de cultivo se crearon en la busqueda y evaluacion de métodos
rapidos para el aislamiento y la identificacién de levaduras de interés clinico.
Para la creacion de estos medios de cultivo se utilizaron sustratos
cromogénicos, en los cuales las colonias toman diferentes
pigmentaciones.CHROMagar Candida® esta compuesto por agar (15g/l), peptona

(10,2g/1), cloranfenicol (0.5g/l), sustrato cromagénico (22g/1). (78919

El uso del medio de cultivo CHROMagar Candida® facilita la identificacion entre
48 - 72 horas de incubacion, en base al color y morfologia especifica de las

colonias de C. albicans, C. tropicalis y C. krusej (57891011,

CHROMagar Candida® ha demostrado ser un medio de cultivo confiable para la

. 6. 7.8) debido a que tiene una alta especificidad

identificacion de Candida sp,
(mas del 90%) ®. Su utilidad radica en que con un solo primoaislamiento se
identifica por lo general la especie causante. CHROMagar Candida® permite el
desarrollo de las especies mas comunes de Candida y otros hongos
levaduriformes, mediante la formacion de colonias: C. albicans (verde-claro); C.
tropicalis (azul-gris); C. krusei (rosa-pdlido); Candida sp (blanco-crema);
Trichosporon sp. (azul-gris) y Geotrichum candidum (purpura) C. dubliniensis

(verde-obscuro). (6: 7+ 8:9:10.11)
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Fuente Propia: Candida albicans en CHROMagar Candida® Muestra numero 27

En los cultivos, Candida se caracteriza por sus células globulosas, ovoides o
ligeramente alargadas que miden de 3 a 5 ym por 6 a 12um, de color blanco o
blanco amarillento; rara vez pueden tornarse rosas (C. guillermondi) y se
reproducen por blastoconidias, cada una de ellas fluctua entre 2 a 10um de
diametro, que emiten una sola vez en un lapso aproximado de 20 minutos,
formando pseudohifas. En algunas especies es posible ver pseudomicelio que

se entremeten en el agar. (6,7,8,9,10,11).

Cabe destacar que en otro medio de cultivo como en agar caseina C.
dublinieses produce mas pseudomicelios y clamidoconidias, a diferencia de C.

albicans que en este medio se observara con pocos pseudomicelios®®'%.

La biopsia es util solo en los casos cutaneos profundos. La histopatologia por
lo regular reporta granuloma tuberculoide acompafado de estructuras fungicas
(blatoconidias y pseudohifas) que resaltan mas con tinciones especiales de
PAS Y Grocott. 819,
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Pruebas inmunolégicas: Intradermoreaccién a la candidina, nos indicara
unicamente primocontacto y por lo regular es positivo en todo tipo de personas.
En la actualidad esta prueba se utiliza para valorar hipersensibilidad tardia. La
dosis empleada es una décima de antigeno (disolucién 1:2,000) aplicada
intradermicamente, y se lee a las 48 horas y mas de 5mm de intraduracion y
eritema se considera positiva. ©%'%.

Métodos inmunoldgicos: Para la deteccion de anticuerpos o de antigenos en las
infecciones por Candida, es importante considerar que durante la infeccion,
ademas de la multiplicacion del hongo (invasién o colonizacion),
simultaneamente hay destruccién de las levaduras, liberando fragmentos de
pared, membranas, organelos y del contenido citoplasmatico. Los componentes
estructurales con mayor actividad inmunolégica y que se encuentran en mayor
cantidad son los seleccionados para detectarlos con técnicas inmunolégicas,
las mas utilizadas son: difusion en agar, electroforesis, precipitacion,
aglutinacion  con particulas de latex, fijacion de complemento, ELISA y

radioinmunoandlisis. 781011,

Secuencia de Tipificacion de Candida

-Examen directo Cuamulos de levaduras
-Gram y pseudohifas
- Cultivos
Sabouraud
Micosel
Gelosa Sangre

-Zimograma

v VAR




-Auxograma

(Pruebas confirmatorias de todas las especies)

Tubo germinativo Formacion de pseudomicelio y clamidoconidias
Suero a 37°C durante Corn—meal * tween 80 (prueba confirmatoria de 3 horas
C. albicans)

(prueba orientadora de C. albicans)

Tomado de: J. Bonifaz. Micologia. Editorial Interamericana. Segunda edicién. México D.F. Mendez Editores;
2000. Pp 319

Su tipificacién se hace a base de pruebas fisiolégicas y morfologicas, las mas
importantes son las siguientes:

Tubo germinativo: que se realiza en suero humano o sueros con glucosa,
glucosamina o sales de amonio. Se siembra la cepa a investigar en 0.5ml de
suero, se incuba a 37°C a 42°C durante 2" horas. Esta prueba es presuntiva
de C. albicans, si se forma un tubo germinal de aproximadamente 5 a 15um de

largo, que parte de la célula levaduriforme. & 919

Es importante remarcar que después del periodo indicado de incubacion, todas
las especies de Candida pueden formar tubos germinativos. La Unica especie

del genero C. albicans que no dara filamentacién en suero sera C. glabrata. ©®
9,10)

La producciéon de pseudohifas es propia de Candida albicans y se forman a
partir de gemaciones (blastoconidias); estas no se desprenden de la célula
madre, y posteriormente sufren elongaciones hasta dar origen a una estructura
similar a la hifa verdadera, y regularmente se forman cuando el medio
nutricional es pobre o tenso. La formacion de clamidoconidias se da en

condiciones adversas por el engrosamiento de esporas. 19,
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Cualquiera de estos medios se siembra en cajas de Petri por estrias cruzada,
incubandose a 25°C durante 72horas, para hacer la observacion se agrega una
gota de colorante y un cubreobjetos sobre la colonia; posteriormente la caja se
coloca encima de la platina  del microscopio para su investigacién
microscopica. Todas las especies de Candida presentan pseudohifas largas,
ramificadas, con cumulos de blastoconidias; con excepcion de C.glabrata. En el
caso especifico de C. albicans se ven clamidoconidias terminales o intercalares
que miden entre 10 y 12 ym de didmetro, con una doble membrana bien

formada.
(6,7,8,9,10,11)

Pruebas bioquimicas: Se basan en la fermentacion (zimograma) y utilizacion
(auxograma) de carbohidratos. Existe un perfil bioquimico que identifica a cada

una de las especies de Candida. 67891011,

Zimograma: Debe realizarse en medio de cultivo liquido con una proporcion de
carbohidratos que fluctuan entre 1 y 5%, agregandole un indicador para pH
acido (rojo fenol o purpura de bromocresol) y una campana de fermentacién
para detectar la produccion de gas. Los medios se siembran a partir de
colonias diferenciadas, posteriormente se incuba a 25°C durante 5 a 15 dias,

la lectura debe hacerse por viraje del indicador, asi como la formacion de gas.
(8,9,10)

Auxograma: Se realiza en un medio sélido base peptonado, ausente de
carbohidratos, estos se agregan en forma de policilindros o sensidiscos (de
manera similar a como se emplean en los antibiogramas), previamente se
siembra la cepa problema vy el carbohidrato a investigar se aplica en una
solucién del 1 al 2%, se incuba a 25° durante 5 a15 dias. El desarrollo dela
colonia alrededor del carbohidrato indica una lectura positiva. Actualmente se
han desarrollado diversos métodos comerciales de pruebas bioquimicas

25



(auxograma y zimogramas), por resaltar los mas utilizados: API-yeast (20 0036
carbohidratos), Api ID32C, microsan, etc. Todos generan resultados muy
similares y permiten una identificacion en forma sencilla de la mayoria de
hongos levaduriformes. Algunos métodos incluyen pocos carbohidratos (desde
4), esto permite identificaciones rapidas pero no siempre precisas, es
importante resaltar que mientras mas carbohidratos se usen, mas adecuada es
la tipificacign. (¢7:8910.11)

Un cultivo positivo no indicara forzosamente una candidosis, debido a que
Candida forma parte de la flora bacteriana normal de la boca; por eso es
importante la correlacion de los aspectos clinicos y micoldgicos para llegar a

un diagnéstico correcto. (¢7:8:9:10.11)

2.7 MICOLOGIA

El género Candida esta integrado por aproximadamente 200 especies y solo
una docena de estas son de interés médico. Las 8 especies principales ( C.
albicans, C. glabrata, C. tropicales, C. krusei, C. guilllermondii, C.
parapsilosis, C. lusitaiae. C. dubliniensis ) Sin embargo las infecciones causadas
por levaduras del genero Candida (Candida sp) ocupan el cuarto lugar entre los
agentes de infecciones sistémicas y cerca de 80% de las infecciones fungicas; de
ahi la importancia de conocer la colonizacién y especies que habitan de ella en la

cavidad bucal. € %10,

La especie mas frecuentemente involucrada en estas infecciones es Candida
albicans, que cuando en boca se encuentran blastoconidias se considera al
paciente portador y si el paciente presenta pseudomicelios se considera un

paciente enfermo.
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Frecuentemente las candidosis producidas por especies de Candida sp se
presentan en pacientes inmunocomprometidos, recién nacidos, pacientes
portadores de neoplasias malignas, pacientes postquirdrgicos, pacientes
internados en unidades de cuidados intensivos, pacientes sometidos a
transplantes, pacientes sometidos a terapias antibacterianas de amplio espectro,
ninos y pacientes 0 positivos. Ademas cabe destacar que pesar de C. albicans es
la especie del género Candida aislada con mayor frecuencia a partir de muestras
clinicas, en los ultimos afos se ha informado la emergencia de otras especies de

Candida como agentes infecciosos. ©

Las especies mas comunes de Candida sp son C. parapsilosis (representa 20-
40% de todas las especies de Candida), C. tropicallis (10-30%), C. krusei (10-
35%) y C. glabrata, (5-40%); entre las menos comunes encontramos a C.
lusitaniae causante de 2-8% de las infecciones, y C. guilliermondii causante del 1-
5%. Otras especies de Candida SP que conforman el 1% son C rugosa, C.
stellatoidea, C. norvegensis 'y C. famata que son especies muy raras
que también producen fungemias en el humano, pero representan un menor

porcentaje que Candida albicans debido a que tienen poca virulencia. ¢7:8:910:11),

En 1995, Sullivan y Coleman definen una nueva especie C. dubliniensis,
estrechamente relacionada con C. albicans (morfologia y fisiolégicamente), difiere
en su falta de reactividad a la sonda Ca3 de C. albicans y la actividad de (-
glucosidasa intracelular en C. dubliniensis. Mas recientemente en 2005, un grupo
espafnol de investigadores, (Alcoba-Flores y cols.,2005) proponen una nueva
especie: Candida niveriensis estrechamente relacionada con C. glabrata
(mediante estudios filogenéticos moleculares y fenotipicos). La nueva especie fue
aislada de casos clinicos. Entre las caracteristicas fenotipicas de esta nueva
especie se presentan: C. nivariensis que no es capaz de formar tubo germinativo,
clamidoconidios, seudohifas, aun en periodos largos de incubacion. En
CHROMagar Candida® desarrollaron colonias de color blanco, a diferencia de las
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colonias tipicas de C. glabrata de color rosa. Existen factores especificos para que
Candida sp se presenten por ejemplo C. parapsilosis se presenta en
neonatos; C. kruseiy C. glabrata (Unica especie que no forma psudohifas) suelen
presentarse cuando el paciente ha sido sometido a un tratamiento profilactico de
azoles (particularmente fluconazol) por largo tiempo, C.tropicalis en neutropenia y
es muy comun en fungemias de origen hospitalario, C.luitaniae y C. guilliermondii
se manifiestan cuando se ha usado anfotericina B o nistatina, y C. rugosa en
procesos infecciosos de quemaduras. ©

Estas especies también suelen causar candidosis cuando el hospedero presenta
una resistencia a algunos antifungicos este es el caso de C.kruseiy C. lusitaniae.
El tratamiento para estos casos es el fluconazol que se toma como terapia inicial
y es la anfotericina B que aunque también presentan cierta resistencia a ella, el

tratamiento consiste en colocar la anfotericina B pero en una mayor concentracion.
(6,7,8,9,10,11)

2.8 Tratamiento

El tratamiento para candidosis se basa en el uso de fungistaticos, como los
polienos y azoles, que bloquean la formacion de los esteroles que se encuentran
en la membrana celular basal de los hongos dejando de esta manera una

membrana defectuosa. '7:18:19:20)

El tratamiento dependera del tipo de candidosis y del factor predisponerte al que
este ligado, por lo tanto a veces la terapia es muy sencilla y Unicamente requiere
tratamientos topicos, mientras que en otras situaciones es necesario sean por via

sistémica y por tiempo prolongado. ('"-1819:20),

Entre los tratamientos mas utilizados se encuentra la nistatina la cual se considera
un medicamento especifico , aunque tiene el incoveniente de que no se absorbe,
por lo tanto la presentacién en tabletas es util solo para candidosis gastrointestinal;
para las lesiones mucocutaneas se usa demanera topica con buenos resultados

en forma de crema, ovulos, geles, etc. aplicados cada 4 a 6 horas. &9,
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Los imidazoles son importantes en la terapia antifungica ya que su mecanismo de
accion consiste en que los imidazoles son capaces de bloquear la sintesis de
ergosterol en Candida albicans . La deplecion de ergosterolaltera la fluidez de la
membrana reduciendo la actividad de enzimas asociadas a ésta, aumentando asi
la permeabilidad e inhibiendo el crecimiento y la replicacién celular. Este efecto
directo sobre la membrana celular conlleva un efecto fungicida, a diferencia de la
inhibicién de la sintesis del ergosterol, que produce un efecto fungistatico.

Una tercera capacidad de los azoles consiste en la posibilidad de inhibicién de
ATPasa de la membrana celular fungica, actividad descrita al menos con el
miconazol y el ketoconazol. Ello puede colapsar rapidamente el gradiente de

electrolitos y disminuir el ATPintracelular. '718:19:20),

El tiempo aproximado de la terapia varia en base al factor predisponerte, pero por
lo regular oscila entre 10 a 20 dias, con una o dos aplicaciones por dia
(dependiendo del farmaco), los mas empleados son: bifonazol, clotrimazol,

econazol, isoconazol, ketoconazol miconazol y oxiconazol. 1%

El fluconazol es uno de los medicamentos mas activos para la candidosis tiene
una absorcién oral superior al 80%, ademas de no variar el pH gastrico y se
elimina por la orina. Se maneja en dosis de 100-150mg/dosis Unica para un

paciente adulto sin una inmunosupresién severa.

Es el medicamento de eleccidn para candidiasis oro-esofagica, fundamentalmente
en pacientes VIH+. El fluconazol es activo frente a  C. albicans, C. tropicales y C.
parapsilosis; tiene actividad variable frente a C.glabrata'y C. guillermondii y es

inactivo frente a C.krusei. *'°

Los azoles son un grupo de farmacos micostaticos sintéticos que tienen un amplio
espectro de actividad. Los principales farmacos disponibles son fluconazol,

itriconazol, ketoconazol, miconazol y econazol. ('7:1819:20),
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Los azoles inhiben la enzima 32 del citocromo P450 micotico (CYP3.A), la
lanosina 14 alfa-desmetilasa, que es responsable de convertir lanosterol en
ergosterol, el principal esterol de la membrana celular micética. La consiguiente
deplecion de ergosterol altera la fluidez de la membrana e interfiere en la accién
de enzimas asociadas a la membrana. El efecto neto es la inhibicion de la
replicacién. Los azoles también inhiben Ila transformacion de las células
levaduriformes de Candida en hifas, la forma invasiva y patégena del hongo. La
deplecion de ergosterol de la membrana reduce los puntos de unién de

anfotericina. (1718:19:20),

El ketoconazol fue el primer imidazol disponible por via oral. La absorcion oral es
variable y es acid6 dependiente, ya que se debe transformar en una sal
hidroclorada, por lo que dicha absorcién se reduce en presencia de antiacidos,
bloqueantes H2 o inhibidores de la bomba de hidrogeniones que elevan el pH
gastrico. Del mismo modo circunstancias que cursan con una acidez gastrica
disminuida, como los pacientes con sindrome de inmunosuficiencia adquirida
(SIDA), transplante de médula 6sea, cirugia gastrica, gastritis atréficas y edad
avanzada, reducen su absorcion. Por el contrario su absorcion aumenta en
presencia de alimentos que aumentan la acidez. Penetra la barrera
hematoencefalica, incluso en presencia de inflamacién de esta pero con dosis

altas existen casos aislados de evolucion favorable en meningitis por C.albicans.
(15)

Las dosis habituales son de 200mg/d pudiendo alcanzarse 400/8000mg/d en
infecciones graves. Inicialmente fue utilizado en candidiasis oroesofagicas,
fundamentalmente en pacientes con inmunodeficiencia humana, y en candidiasis
mucocutanea cronica. Con dosis de 20-600mg/d, durante 3-5 dias es muy eficaz

en vaginitis candidiasica. ('"18:19:20),
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Otro medicamento utilizado para el tratamiento de candidiasis es el ltraconazol,
que tiene un espectro amplio con los hongos dermatofitos. Frente a Candida sp,
tiene una mejor actividad que otros azoles, incluyendo el fluconazol. Los
resultados con itroconazol en el tratamiento de candidiasis oroesofagica son
equiparables a los obtenidos con fluconazol. Sin embargo, una potencial ventaja
de itraconazol es su utilizacion en aquellas formas clinicas producidas por cepas
resistentes al fluconazol. ("

La dosis en adultos es de 100-200mg/dia y de igual manera en candidosis vaginal
se puede duplicar 400mg/dia durante 3 a 5 dias. Este medicamento presenta
menos efectos secundarios. En los casos de candidosis sistémicas o graves se

deben utilizar dosis mas altas de 200/400 mg/dia.

Las equinocandinas representan una clase de antimicéticos con un nuevo
mecanismo de accion, que inicialmente recibieron el nombre de neumocandinas,

% Se trata de

por su actividad frente a Pneumocystis carinii y Candida.
lipopéptidos derivados a partir de un producto original sintetizado por un hongo
conocido como Glarea lazayensis. Su mecanismo de accién radica en la inhibicién
de la 1,3-B-glucanosintetasa, enzima responsable de formar polimeros de glucano,
esenciales para la estructura de la pared fungica. La inhibicion de esta enzima,
presente en la mayoria de los hongos y ausente en las células de origen humano,
lleva consigo una disminucién de la sintesis del glucano, permitiendo que la célula

fingica entre en fase de inestabilidad osmética y posterior muerte. '©

Se trata de una equinocandina semisintética disponible en forma de acetato de
caspofungina para su administracion parenteral. Su mecanismo de accién es el
bloqueo de la sintesis del glucano, comun para todos los compuestos de este
grupo. Presenta un amplio espectro antifingico en el que se incluyen Candida y
Aspergillus, entre otros. '® Debido a su peculiar mecanismo de accién, y al no
interactuar con el ergosterol de la membrana fangica, la caspofungina presenta
actividad frente a especies de Candida resistentes a los azoles o los polienos.
(8,9,10)

La caspofungina ha demostrado poseer una eficacia equivalente a la

anfotericina B en términos de prolongacion de la supervivencia en modelos
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experimentales de infeccién diseminada por Candida . *® Su dosis es de 70 mg el
primer dia, seguido de 50 mg/d los dias siguientes. La caspofungina se metaboliza
lentamente por via hepatica, mediante hidrélisis peptidica y sucesivas
acetilaciones. ('®

En casos de candidiosis sistemicas el farmaco de eleccion es la anfotericina B.
La anfotericina B actua uniéndose a las membranas celulares. Forma un poro en
la membrana, el nucleo hidréfilo de la molécula creando asi un canal idnico
transmembranoso. Una de las consecuencias es una pérdida de potasio
intracelular. La anfotericina tiene una accion selectiva y de manera relativamente
especifica hacia el ergosterol hace que sea activa frente a la mayoria de los
hongos. & 919,

La anfotericina B se administra por en suspension mediante una inyeccion
intravenosa. Normalmente atraviesa mal la barrera hematoencefalica. Se excreta
muy lentamente por el rifidn y se encuentran restos en la orina durante dos meses
0 mas después de interrumpir la administracion. El efecto adverso mas frecuente
y grave de anfotericina es la toxicidad renal. Otros efectos adversos comprenden

alteraciones de la funcién hepatica, trombocitopenia y reacciones anafilacticas.

10 | a dosis en adultos mas frecuentes son de 0.5 a 1.0 mg/kg/dia (rango: 0.25
a 1.5 mg/kg/dia). Las dosis diarias no debe superar los 1.5 mg/kg. La dosis de
mantenimiento se debe administrar luego diariamente segun la tolerancia del
paciente. En algunos casos, se ha preferido doblar la dosis administrandola cada
dos dias. La primera infusién se debe preparar segun las instrucciones y se debe
administrar al paciente aproximadamente 1 mg de la infusién durante un periodo
de 15 minutos. Una vez administrada esta cantidad se debe parar la infusion y
observar cuidadosamente al paciente durante 30 minutos. En nifios el tratamiento
inicia con 0.25 mg/kg i.v. a lo largo de 6 horas, con observaciones frecuentes
durante las primeras horas de infusiébn. Si no produce ninguna reaccion,
administrar la dosis completa. La dosis de mantenimiento mas utilizada son de 0.5
mg/kg/dia (rango: 0.25-1 mg/kg/dia). Para algunos tratamientos de corta duracién

pueden ser necesarias dosis de 1-1.5 mg/kg/dia. Una vez establecida la pauta de
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tratamiento, la anfotericina puede hacer administrada cada dos dias a razén de 1-
17,18,19,20)

1.5 mg/kg/dosis. ¢ .

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Candida es un hongo oportunista que se encuentra de manera normal en la
microbiota bucal siendo C. albicans la especie mas comun. Las otras especies
de Candida Sp también se encuentran en la flora bucal pero en un menor
porcentaje. La identificacién de todas las otras especies en la cavidad bucal es
importante para el cirujano dentista para establecer un buen diagnéstico.
Candida usualmente se manifiesta de manera clinica en pacientes
inmunocomprometidos. La mayoria de las candidiosis son causadas
unicamente por C. albicans pero existen otras especies de Candida en boca
¢, Cudles son las especies de Candida colonizan la cavidad bucal de un

paciente aparentemente sano?

4. JUSTIFICACION

Aproximadamente 35% de las candidiasis sistémicas son provocadas por
especies de Candida sp de ahi la importancia de aislar e identificar las otras
especies que habitualmente se encuentran en boca ya que la cavidad bucal
muchos de los procedimientos que el cirujano dentista desarrolla son quirargicos y
las complicaciones por una infeccién de tipo fangica podrian derivar en una
endocarditis y causar la muerte del paciente. Es de importancia la identificacién
del agente causal de la candidiasis y de la colonizacion de la especie oportunista
que hay en boca para un buen diagnostico y tratamiento farmacolégico adecuado

y de esta manera evitar que las levaduras se vuelvan resistentes al este. ¥
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Saber si los pacientes que acuden a consulta en la Clinica de Admision de la
Facultad de Odontologia presentan Candiday si solo se presenta C. albicans o
también otras especies

5.2 Objetivos Especificos

® Aislar y determinar la colonizacion de Candida que existe de manera

normal en la cavidad bucal

® |dentificar los géneros mas comunes de Candida que se encuentran en

la cavidad oral de un adulto

® Conocer si existe colonizacién de especies de Candida en pacientes

aparentemente sanos
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6. MATERIALES Y METODOS

Se estudiaran cepas correspondientes a aislamientos de la mucosa bucal de
pacientes de la Clinica de Admision de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

6.1 Metodologia

Para la toma de muestras se seleccionaran 30 pacientes aparentemente sanos
que Asistan a la Clinica de Admision de la Facultad de Odontologia de la

UNAM los cuales deberan cumplir las siguientes caracteristicas:

e Tener mas de 14 afos
e No haber sido sometidos a un tratamiento de antibioticoterapia y/o
antimicéticos reciente (aprox. 3 meses)

e No tener alguna inmunosupresion.

A cada paciente se le realizara una historia clinica completa, asi como un
examen clinico para determinar lesiones en mucosa, tejidos dentarios y estado
periodontal. Se incluirdn también habitos de higiene. Se realizara un
cuestionario a cada paciente para verificar que el tiempo maximo que haya

transcurrido del ultimo cepillado sea de 1 hora.

A cada uno de los pacientes seleccionados se tomara una muestra mediante
el raspado con un abatelenguas de la superficie de la mucosa para recolectar
escamas. Se enviara la misma al laboratorio utilizando un medio de transporte
adecuado se observara mediante examen directo y se sembrara en estria

cruzada en medio cromagénico de CHROMagar Candida ®.

6.2 Tipo de estudio

e Estudio transversal observacional



6.3 Poblacién de Estudio y muestra

e La poblacién de estudio seran pacientes adultos que se presenten a la
clinica de admision de la Facultad de Odontologia de la UNAM. (2009)

6.4 Criterios de inclusion

e Pacientes Adultos (mayores de 14 afos)
e Pacientes aparentemente sanos

e Pacientes que se hayan cepillado los dientes maximo una hora antes.

6.5 Criterios de Exclusion

e Nifos (0 a 14 afnos)

e Pacientes diabéticos, con VIH, neutropenia

e Pacientes sometidos a un tratamiento reciente de radioterapia
e Pacientes sometidos a antibicoterapia reciente

e Pacientes sometidos a antimicéticos reciente

e Pacientes con una aparente inmunosupresion
6.6 Variables de estudio

Edad: Se asentara en afios cumplidos
Tiempo de ultimo cepillado: se asentara en horas

6.7 Aspectos éticos



Se pedird consentimiento al paciente para la toma de muestras mediante una

pequefa carta de consentimiento.

7. RECURSOS

7.1 Humanos
30 Pacientes aparentemente sanos
Un tutor

Un tesista

7.2 Materiales

30 Medios cromagénicos de CHROMagar Candida®................. $600.00
30 hisOpPOS ESIENIIES. .. . e $100.00
Abatelenguas. ... ..c.eii $40.00
GUANEES . et $60.00
CUDBIEDOCAS. .. e e $6.00
30 cajas de petri de plastico estériles.........cocvviiiiiiiiiiiiiiia, $90.00
Portaohjetos. ... $36.00
CUDbreobjetos. ... e $27.00
Tubos de ensayo

Centrifuga

Pluma

Lapiz

Cuestionarios

Mechero de bunsen
Encendedor

Microscopio electrénico



Cinta adhesiva
KOH al 10%
Suero
Termometro
Gotero

Bata

Centrifuga
Tubos de ensayo estériles
Papel de estraza
Algodon

Suero

Sangre

7.3 Financieros

A cargo del Tesista



8. PLAN DE ANALISIS

Se seleccionaron 30 pacientes, a los que se les pidié el consentimiento para
realizar la toma de muestras. Se aplico un pequefio cuestionario para saber su
estado actual de salud. Posteriormente se procedid a realizar exploracién
clinica con el abatelenguas y con el mismo se realizo un raspado de las
mucosas con el fin de obtener esputo y escamas del area elegida. La muestra
obtenida se coloca en el porta objetos y se lleva a una caja de petri estéril para
transportarla. Después de tomar la muestra con el abatelenguas, con un hisopo
estéril se raspa la zona hasta que este se humedezca y se guarda de nuevo en
su bolsa esteéril.

Se envia al laboratorio donde la muestra es colocada en el porta objetos y
sometida a examen directo con KOH al 10% el cual sirve como aclarante, una
vez que se le agrego el KOH se coloca el cubre objetos y se acerca al mechero

para acelerar la reaccion aclarante.

Se observa al microscopio con el lente de 40° x 100 para observar la posible
presencia de blastoconidias y pseudomicelios.

La presencia o ausencia de blastoconidias y de pseudomicelios por si sola es
una prueba que tiene valor diagnéstico. La presencia de solo blastoconidias
nos indicara que el paciente solo es portador, mientras que si se presenta un

pseudomicelio nos indicara que el paciente es un paciente enfermo.

La muestra tomada con el hisopo se siembra en estria cruzada en el medio
cromagénico CHROMagar Candida®, se incuba a 37°C durante 48horas. Al
pasar este lapso el medio cromagénico CHROMagar Candida ®, nos permitira

determinar el color, la textura y la macromorfologia



Dependiendo de la pigmentacién de las colonias podremos determinar las
especies de Candida:

Especie Color Aspecto

C .albicans Verde esmeralda Lisas, brillantes

C. glabrata Rosa obscuro Lisas, Brillantes

C. guillermondii Rosa palido Planas y brillantes, borde liso

C. parapsilopsis Rosa palido Lisas y brillantes

C. tropicalis Azul Lisas, con borde micelial
C. krusei Rosa Secas, Opacas y rugosas
C. dubliniensis Verde obscuro Lisas, brillantes
Trichosporon sp. Azul intenso Secas y rugosas
Geotrichum candidum Purpura Aterciopelada

Las colonias resultantes de los cultivos se toman con el asa bacteriolégica y se
colocan en el portaobjetos que previamente tendra una gota de suero “fresco” vy
se observaran al microscopio.

Se realiza también una prueba de filamentacion en suero "tubo germinativo”,
colocando en 0.5ml de suero una muestra del cultivo misma que se coloca en
la estufa a 372C durante 2 a 2 2 horas para observar si se forman tubos

germinativos



9. RESULTADOS

En el analisis final fueron incluidos 30 adultos (14 mujeres y 16 hombres) los

cuales fueron elegidos aleatoriamente. Las muestras estudiadas se tomaron

esencialmente de mucosa del area del carrillo y zona retromolar.

KOH
Muestra|M |H Edad | Ultimo cepillado | 10% Blastoconidias | Pseudomicelio
1 + 41 | 3horas + + -
2 + 18 | 1hora + + -
3 + 21| 6horas + + -
4 + 65 | 4horas + + +
5 + 38 | 4horas + + -
6 + 23 | 6horas + + -
7|+ 23 | 6horas + + +
8 + 61 | 3horas + + -
9|+ 52 | 1hora + + -
10| + 15| 12horas + + -
11+ 40 | 5horas + + -
12| + 47 | 4horas + + -
13 + 28 | 12horas + + -
14| + 60 | 2horas + + -
15 + 55| 1hora + + -
16 + 19 | 3horas + + -
17| + 38| 3horas + + +
18 + 21| 3horas + + -
19 + 43| 2horas + + -
20 + 35| 2horas + + +
21 + 54 | 5horas + + -
22| + 54 | 4horas + + -
23 + 57 | 4horas + + -
24 + 22 | 5horas + + -
25|+ 24 | 1hora + + -
26 | + 65 | 4horas + + -
27 | + 30 | thora + + -
28| + 40 | thora + + -
29 | + 41 | 1thora + + -
30| + 45| 1hora + + +

Fuente propia: resultados
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Al realizar el examen directo en las 30 muestras se observd que en 27 de
ellas hubo presencia de blastoconidias, mientras que en 3 de ellas se

observaron blastoconidias y psedomicelios.

Fuente Propia: Examen

directo(blastoconidias y pseudomicelio)
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El uso de CHROMagar Candida® facilito el aislamiento y la rdpida identificacién
presuntiva de C. albicans y Geotrichum candidum. La formacion de las colonias
en CHROMagar Candida®, fue en solo 5 medios de cultivo. Se piensa que hubo
una deficiente técnica en el sembrado, y cabe mencionar que la fecha de
caducidad de los cultivos de CHROMagar Candida® estaban préximos a

vencerse.

Fuente Propia: CHROMagar Candida® C. albicans,

Fuente
Propia:
CHROMagar
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Candida® Geotrichum candidum,

CHROM agar
Num |M|H|Edad | Candida Color Aspecto Especie

4 + 65|+ purpura | liso-rugoso | Geotrichum candidum

8 + 61|+ purpura | liso-rugoso | Geotrichum candidum
verde liso,

19 + 43 | + claro CONvexo C. albicans
verde liso,

22|+ 54 | + claro Convexo C. albicans
verde liso,

27 | + 30|+ claro CONVexo C. albicans

Posterior a la obtencién de cultivos se procedié a observar las colonias al

microscopio mediante un fresco.

Fuente Propia: Fresco de CHROMagar Candida® cultivo al microscopio
(Candida albicans)

-
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Fuente Propia: Fresco de CHROMagar Candida® cultivo al microscopio
(Candida albicans)

Para verificar dichos resultados de los cultivos se desarrollaron pruebas de
identificacion para C. albicans, de acuerdo la formacion de tubo germinativo.

Fuente
propia: tubo
germinativo
(Candida
albicans)
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Fuente propia: tubo germinativo (Candida albicans)

10. DISCUSION

La literatura consultada durante la realizacion de este trabajo muestra una
prevalencia de portadores de Candida en una poblacion adulta de 17.5 al 50%
en México. Mientras que en poblaciones adultas no-mexicanas la prevalencia
de Candida sp va del 35-50%.

En el presente estudio de las 30 muestras al examen directo el 100% de las
mismas fueron positivas a la presencia de blastoconidias con un 16.6%
positivos a presencia de pseudomicelios. Solo el 16.6% fueron positivos en
desarrollar colonias en CHROMagar Candida®. Candida albicans resulté con la
mayor frecuencia de aislamiento, mientras que las especies de Candida sp

registran comunmente una frecuencia inferior al 10%.

Con respecto a la edad, aunque las diferencias de prevalencia entre los grupos
etéreos no fueron estadisticamente significativas, la media de fue de 39.6 afnos
siendo en el intervalo de 35 a 45 anos donde se presentaron mas cultivos

positivos.

Las micosis por especies del género Candida han incrementado su incidencia
en las ultimas tres décadas debido a multiples factores de riesgo del huésped.
Estudios de vigilancia epidemiolégica demostraron que Candida albicans

resulto ser la especie fungica mas comun en la microbiota bucal.
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Candida sp causa de 35% -65% de todas las candidiasis. Frecuentemente se
ve mas en pacientes con inmunosupresion. En términos de virulencia vy
patogenicidad, algunas especies de Candida sp tienen menos o igual virulencia
en el hombre comparado con C. albicans La mortalidad de Candida albicans

varia de un 15% a un 35%.

Los medios con sustratos cromogénicos son de gran ayuda para la
identificacion presuntiva de los distintos tipos de especie de Candida. Sin
embargo, las colonias se presentan en una gama de color determinado y la
caracterizacién del mismo depende del observador.

El tiempo de incubacion puede variar la tonalidad de los colores, por lo que la
lectura debe hacerse, por regla, a las 48 horas. Por este motivo no siempre es
sencillo discriminar entre variaciones de tonalidades de un color para asignar
solamente con esto la correspondencia con la especie aislada. En nuestra
experiencia los aislamientos clinicos no mostraron diferencias de tonalidad que

permitieran diferenciar unas de otras.

Una de las limitantes encontradas en CHROMagar Candida® es en cuanto a
los aislamientos mixtos, en los que la eficacia del método disminuye a menos del
50% por lo que se recomienda la purificacién de las cepas. Aunque es raro
encontrar falsos negativos, ya se han reportado para C. albicans con la utilizacién
del medio cromanogénico. En el presente estudio se observo una deficiencia en la
técnica del sembrado a lo que se atribuye el hecho de pocos crecimientos en los

cultivos.

El aumento en la incidencia de candidiasis por especies no albicans ha propiciado
el surgimiento de cuadros clinicos atipicos y mayor resistencia a los antimicéticos
(tépicos y sistémicos), por ello es necesario que ante un cuadro clinico
sospechoso de esta infeccion se solicite de manera rutinaria la identificacion del
agente causal para prescribir el tratamiento adecuado. Por lo expuesto, y aunque
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existen diversas técnicas para la identificacion de levaduras, se sugiere
CHROMagar Candida® como medio de identificacion para los casos de
candidiasis a los que se enfrenta el odont6logo, ya que este medio ha demostrado
alta sensibilidad, especificidad y es de bajo costo.

Al realizar las prueba de filamentacién en suero “ tubo germinativo” se confirmo la
presencia de Candida albicans por lo que, queda claro que en los cultivos
positivos donde se realizo esta prueba, es contundente la especificidad de
CHROMagar Candida® ademdas de confirmar que Candida es parte de la

microbiota bucal normal del humano.
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11. CONCLUSIONES

En el presente estudio se estudiaron 30 muestras tomadas, las 30 fueron
positivas en el examen directo a presencia de Candida demostrando que forma
parte de la microbiota normal de la cavidad bucal. Al realizar el cultivo solo 5
desarrollaron colonia se los cuales 3 fueron positivos a Candida albicans y dos
a Geotrichum candidum. Se llego a la conclusién que hubo una mala técnica de
sembrado; pero en los cultivos obtenidos queda claro que Candida albicans sigue
siendo la especie del género Candida mas comun en boca.

La importancia del aislamiento e identificacion de Candida radica en que el
aumento en la incidencia de candidiasis por especies de Candida sp ha
propiciado el surgimiento de cuadros clinicos atipicos y mayor resistencia a los
antimicéticos (topicos y sistémicos), por ello es necesario que ante un cuadro
sospechoso de esta micosis se solicite de manera rutinaria la identificacion del
agente causal para prescribir el tratamiento adecuado.

Aunque existen diferentes técnicas y métodos para la identificaciéon de
Candida, se sugiere CHROMagar Candida® como medio de identificacién para
Candida, ya que este medio ha demostrado sensibilidad, facilita el reconocimiento

de distintas especies que pueden coexistir en la misma muestra clinica.

CHROMagar Candida® en los cultivos positivos resulto muy eficaz para la
identificacion de Candida albicans y Geotrichum candidum. Al realizar la prueba
de tubo germinatvo los resultados fueron positivos a Candida albicans.

Podemos concluir que Candida es parte de la microbiota normal del LA poblacion

actual. El hecho de que un 16.6% (ver anexo) de la poblacién estudiada tenga
Candida como parte de su flora bucal plantea la posibilidad de que ante cualquier
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desbalance de la misma flora o disminucién de su capacidad inmunol6gica celular

pudiera traer como consecuencia la aparicion de lesion clinica, candidiasis oral.

Resulta importante la correcta identificacion, para evitar la practica habitual del
tratamiento empirico, en especial, en las candidosis que no responden a la
terapia convencional o en las formas recidivantes por la posibilidad de

seleccion de cepas con sensibilidades disminuidas o resistentes.
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13. ANEXOS

CUESTIONARIO Fecha
Nombre del paciente: Sexo: F M
Edad:

Motivo de Consulta

¢ Actualmente padece alguna enfermedad? SI  NO ¢ Cual?

¢ Actualmente toma algun medicamento o droga? SI NO ¢ Cual?

¢, Se ha sometido a alguna intervencién quirurgica en los ultimos 3 meses?
Si No ¢Cual?

¢, Cuanto tiempo tiene desde el ultimo cepillado?

¢, Ha comido o bebido algo en las ultimas 4 horas?

Examen clinico bucal:

Dx presuntivo:

Consentimiento informado para realizar procedimientos de investigacion
De acuerdo al examen realizado es presentado este documento escrito
firmado por el paciente, persona responsable o tutor, mediante el cual
acepta, bajo la debida informacion de los riesgos y beneficios esperados
del procedimiento a realizar. Por consiguiente en calidad de paciente:
DECLARO:

Que Autorizo a la F.O de la UNAM para que presente con fines cientificos
o didacticos, los procedimientos llevados acabo en mi persona. Que
cuento con la informacion suficiente y entiendo el procedimiento a
realizar. Que consiento que se me tomen fotografias y peliculas sobre mi
caso. Que en caso de padecer alguna cardiopatia, diabetes u otra
enfermedad de tipo sistémico debo informarlo.

En virtud de lo anterior, doy mi consentimiento por escrito para que la
estudiante Luz Alicia Chavez Pefia bajo la asesoria del C.D. Victor

Manuel Mira Morales a cargo, lleven a cabo los procedimientos que
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consideren para la investigacion transversal observacional de
“Aislamiento e identificacion de Candida en pacientes adultos de la clinica
de admision de la F.O de la UNAM (2009)”.

ACEPTO

NOMBRE FIRMA DEL PACIENTE O TUTOR NOMBRE Y FIRMA ALUMNO

NOMBRE Y FIRMA PROFESOR A CARGO



CHROM agar

Muestra Edad | Candida Color Aspecto Especie

Geotrichum

4 65| + purpura | liso-rugoso | candidum

Geotrichum

8 61|+ purpura | liso-rugoso | candidum
verde

19 43 | + claro liso, convexo | C. albicans
verde

22 54 |+ claro liso, convexo | C. albicans
verde

27 30|+ claro liso, convexo | C. albicans

@ Candida
albicans

B Geotrichum
Candidum

Los cultivos positivos el 60% pertenece a Candida albicans y

40% a Geotrichum candidum




0330-40
®41-50
051-60
061-70

El intervalo de edad donde el numero de cultivos fue positivo es

en el intervalo de 41-60 anos lo que representa el 80%.



M ot Facultad de Odontologia

‘m‘ FACULTAD
omontbuoniy Coordinacion del drea de microbiologia
UNAM
1904 12 de octubre de 2009

C.D. MANUEL LAZZERI FERNANDEZ
Secretario General

Facultad de Odontologia

Por este medio solicito su valioso apoyo para que le permita el acceso
a la Clinica de Admision de la Facultad de Odontologia de la UNAM a
Chavez Pefia Luz Alicia inscrita en el Seminario de titulacién del Area
de Microbiologia para la toma de muestras de 30 pacientes adultos con
el fin de obtener informacién relacionada con el tema de su tesina
“Aislamiento e Identificacion de Candida en pacientes adultos de la
Clinica de admision de la Facultad de Odontologia de la UNAM”. En el
periodo comprendido entre 12 de octubre al 17 de octubre del 2009 , en
un horario de 8:00 a 12:00hrs, de lunes a viernes.

Agradeciendo su ayuda y colaboracién que brinde al portador para el
buen desarrollo de sus actividades. Sin mas por el momento me dirijo a

usted cordial y respetuoso saludo.

ATENTAMENTE

Coordinador del drea de microbiologia

Q.F.B. FERNANDO JAVIER FRANCO MARTINEZ

C.C.P. C.D. ELIZABETH POWEL CASTANEDA
Coordinadora de la clinica de Admision






	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Marco Teórico
	3. Planteamiento del Problema   4. Justificación
	5. Objetivos
	6. Materiales y Métodos
	7. Recursos
	8. Plan de Análisis
	9. Resultados
	10. Discusión
	11. Conclusiones
	12. Referencias Bibliográficas
	13. Anexos

