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Resumen de la tesis que presenta Isadora Clark Orddéiez como requisito parcial para la
obtencidén del grado de Doctora en Ciencias de la Vida con orientacién en Microbiologia.

Epidemiologia molecular y resistencia a antifingicos de Candida spp. en pacientes con
VIH/SIDA en el estado de Baja California, México.

Resumen aprobado por:

Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez
Directora de tesis

La candidiasis es la infeccién oportunista mas comun en pacientes con VIH. El objetivo de este trabajo
fue identificar la prevalencia de portadores de Candida, la diversidad de especies del género y la
susceptibilidad in vitro a los antifungicos, en 297 pacientes con VIH/SIDA en el estado de Baja California,
Meéxico. Las cepas de Candida aisladas de enjuagues bucales en pacientes de las ciudades de Tijuana,
Mexicali y Ensenada fueron identificadas por PCR-RFLP. El 56.3% de los pacientes muestreados se
encontraron colonizados o infectados con Candida spp. En Tijuana se observd un porcentaje
significativamente mayor de portadores (75.5%). Se aislaron 181 cepas de las cuales 71.8% pertenecen a
la especie C. albicans y 28.2% fueron especies C. no-albicans. Las especies C. no-albicans mds comunes
fueron C. tropicalis (12.2%) seguida de C. glabrata (8.3%), C. parapsilosis (2.2%), C. krusei (1.7%) y C.
guilliermondii (1.1%). No se identificaron aislamientos de C. dubliniensis. En 11 pacientes se encontraron
mas de dos especies asociadas. Comparado con otras regiones de México y el mundo en Mexicali y
Ensenada se observd una menor proporcion de portadores de Candida, sin embargo en Tijuana, una
ciudad fronteriza con muchas peculiaridades, se observé una mayor proporcién. En esta poblacion
solamente se encontrd asociacidn entre la carga viral y los portadores de Candida. Otros factores como
el uso de terapia antiretroviral, los titulos de linfocitos T CD4", el tiempo desde el diagndstico, el
consumo de alcohol y de tabaco, y el género no se encontraron asociados con el ser portadores de
Candida. La mayoria de los aislados de C. albicans obtenidos presentaron sensibilidad a todos los
antifungicos probados en un 96.1% mientras que las especies de C. no-albicans presentaron una
sensibilidad entre el 60.0-94.0%. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre C.
albicans y las especies de C. no-albicans para todos los azoles probados (p<0.001), pero no para los
antifingicos polienos (p=0.08). C.glabrata y C. tropicalis fueron las especies que presentaron menor
sensibilidad a los diferentes antiflingicos probados. Fluconazol y miconazol fueron los azoles donde se
observé mayor porcentaje de cepas con resistencia. Este trabajo representa el primer estudio de la
diversidad de Candida en pacientes con VIH/SIDA en el noroeste de México.

Palabras clave: Epidemiologia molecular, candidiasis oral, resistencia a antifungicos.
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Abstract of the thesis presented by Isadora Clark Ordéfiez as a partial requirement to obtain the
Doctor of Science degree in Life Sciences with orientation in Microbiology
Molecular epidemiology and resistance to antifungal therapy in Candida spp. in HIV/AIDS

patients in Baja California, México

Abstract approved by:

Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez
Thesis Director

Candidiasis is the most common opportunistic fungal infection in HIV patients. The aim of this study was
to identify the prevalence of carriers of Candida, to study Candida species diversity, and to evaluate in
vitro the susceptibility to antifungal drugs, in 297 HIV/AIDS patients in Baja California, Mexico. Candida
strains were identified by molecular methods (PCR-RFLP) from isolates of oral rinses of patients in
Tijuana, Mexicali and Ensenada. A total of 56.3% of patients were colonized or infected with Candida. In
Tijuana there was a significantly higher percentage of carriers (75.5%). From 181 strains isolated, 71.8%
were found to be Candida albicans and 28.2% were non-albicans species. The most common non-
albicans species isolated were C. tropicalis (12.2%) followed by C. glabrata (8.3%), C. parapsilosis (2.2%),
C. krusei (1.7%) and C. guilliermondii (1.1%). C. dubliniensis was not isolated. Only in eleven carriers, two
species were found. In Mexicali and Ensenada, there was a lower proportion of Candida carriers
compared with other regions in Mexico and worldwide, however, in Tijuana, a border town with many
peculiarities, a higher carrier rate was found. In this population, only a high viral load was associated
with oral Candida carriers. Other factors such as the use of antiretroviral therapy, CD4" T-lymphocytes
levels, time after diagnosis, alcohol and tobacco consumption and gender were not found associated
with Candida carriers. Most of C. albicans isolates were sensitive to all tested drugs (96.1 %) while the C.
non-albicans the sensitivity to antifungal drugs was among 60.0-94.0%. There were statistically
significant differences between C. albicans species and C. non-albicans for all the azoles tested (p<0.001),
but not for the polyenes (p=0.08) (Table 5). C. glabrata and C. tropicalis were the species with lower
sensitivity rate (Table 6). Fluconazole and miconazole were the azoles tested were we found higher
resistance rate. This work is the first study of Candida diversity in HIV/AIDS patients in northwestern
Mexico.

Keywords: Molecular epidemiology, oral candidiasis, antifungal drug resistance, México.
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Capitulo 1. Introduccidn

En afios recientes la micologia médica se ha enfocado a estudiar el dramatico aumento en las tazas de
Infecciones fungicas. Durante las décadas de los 80’s y 90’s, las micosis sistémicas (ocasionadas por
hongos oportunistas) se convirtieron en la séptima causa de muerte entre las enfermedades infecciosas
en los Estados Unidos y la mortalidad mundial relacionada a estas infecciones se triplicé (Pinner et al.,

1996; Asmundsdéttir et al., 2002).

Dentro del grupo de hongos patégenos se encuentran especies que generan infecciones oportunistas.
Estas micosis se definen como el cambio de una interaccidn comensal simbidtica a una parasitaria entre
un hospedero y un patégeno cuando las condiciones ambientales cambian. Las micosis pueden ser
agudas o crdnicas y presentarse de forma superficial, subcutdnea o sistémica de acuerdo a la duracién y
localizacién de la infeccién. Los hongos causan un amplio espectro de enfermedades, y las mds comunes
son infecciones menores localizadas en la piel o membranas mucosas. Sin embargo, los hongos
oportunistas son capaces de causar infecciones sistémicas y comprometer los érganos internos (Coleman

et al., 1998).

Numerosos factores han contribuido al aumento en las infecciones fungicas, el mas importante es la
generacién de inmunodeficiencia en la poblacion. Las situaciones de deficiencia en el sistema inmune se
promueven cuando ocurren alteraciones en las barreras mucosas o cutaneas, defectos en la inmunidad
mediada por células, disfunciones metabdlicas y extremos de edad. Ademas, el riesgo para las
infecciones por hongos oportunistas aumenta con el uso indiscriminado de antibidticos de amplio
espectro, las quimioterapias citotdxicas y los trasplantes (Diekema, 2002). Actualmente, los hongos
oportunistas son considerados una causa de morbilidad y mortalidad y el aumento de las micosis
emergentes va en paralelo al incremento en la poblacidon de pacientes inmunocomprometidos (Due et
al., 2006). Las micosis invasivas ocasionadas por hongos oportunistas mas comunes en hospederos

inmunocomprometidos son candidiasis, aspergilosis, cryptococcosis y zygomicosis (Idemyor, 2003).

Asi pues, las micosis invasivas y oportunistas han adquirido especial atencién, debido al aumento en su
incidencia, su gravedad, la dificultad de tratamiento y a la trascendencia del diagndstico oportuno
(Gadea et al., 2007). Se ha estimado que mds del 90% de estas infecciones flingicas son causadas por
especies de los géneros Candida y Aspergillus (Baskova et al., 2007). Un aspecto alarmante es que las

especies del género Candida representan la cuarta causa mdas comun de infecciones nosocomiales por



hongos oportunistas y la frecuencia de este tipo de candidiasis ha aumentado diez veces en las Ultimas

dos décadas en Estados Unidos (Trtkova y Raclavsky, 2006; Gurtner et al., 2007).

Las candidiasis son las infecciones fungicas causadas por las especies del género Candida. Este género
agrupa mas de 150 especies y sélo algunas son patdgenas para el hombre. Producen una amplia variedad
de enfermedades, desde infecciones mucocutdneas leves hasta formas diseminadas graves con posible

participacién de cualquier érgano o sistema.

Se han reportado mas de 17 especies del género Candida como agentes causales de las candidiasis. Sin
embargo, mas del 90% de las candidiasis invasivas, se atribuyen sdlo a cinco especies; Candida albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei. Mientras que especies como C. dubliniensis, C.
guilliermondii, C. inconspicua, C. lusitaniae, C. norvegensis, C. kefyr, C. famata y C. rugosa, representan
un grupo de especies aisladas ocasionalmente. C. albicans es la especie mas estudiada en términos de
patogenicidad y es el principal agente causal de las candidiasis superficiales y sistémicas. No obstante,
otras especies del género han emergido como patégenos importantes con relacidon al aumento en la

mortalidad y la resistencia a antifungicos (Kumar et al., 2008).

Las levaduras del género Candida son organismos ubicuos en la naturaleza y algunas son parte de la
biota natural en los humanos, crecen en la piel y mucosas como el tracto gastrointestinal y genital. La
infeccidon se puede producir por tres mecanismos: como consecuencia de transmisién vertical en el
neonato, por invasidon de cepas colonizantes del tracto gastrointestinal o la piel y por transmisién
horizontal principalmente nosocomial a través de comida, objetos inanimados y contacto directo. Las
especies patdgenas del género Candida pueden causar una variedad de infecciones superficiales como
son; las orofaringeas, esofagicas, vulvovaginales y cutdneas; sin embargo, algunas son las responsables
de infecciones invasivas profundas y estan contempladas como la principal causa de candidemias. Se
estima que la incidencia mundial de candidiasis es de 4 a 7 casos/100 000 habitantes/afio (Richardson y

Rautema, 2009).

La gran cantidad de estudios epidemiolégicos durante las ultimas dos décadas demuestran que hay una
considerable variacion temporal y geografica en la distribucién de las especies de Candida en los aislados
clinicos (Richardson y Rautema, 2009). Se sabe que C. albicans es la especie dominante en todos los tipos
de candidiasis, pero la frecuencia en ocurrencia varia geogrdficamente. Asi en América Latina representa

el 37% de los aislados clinicos, mientras que en Noruega el 70% (Asmundsdéttir et al., 2002).



Las especies del género Candida son aisladas con mayor frecuencia de la cavidad oral y detectadas en
aproximadamente el 40% al 60% de los individuos sanos. Se sabe que el principal grupo de riesgo son
pacientes inmunocomprometidos como son los pacientes en cuidados intensivos, postquirurgicos,
neutropénicos y con Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) o con el Sindrome de
Inmunodeficiencia Humana (SIDA). Por otra parte se observa que la frecuencia de colonizacién aumenta

conforme la severidad de la enfermedad y el tiempo de hospitalizacion (Pfaller y Diekema, 2007).

A pesar de que C. albicans es el agente causal mds comun, la epidemiologia ha cambiado
considerablemente en las Ultimas tres décadas. Actualmente se observa un incremento significativo en la
prevalencia de infecciones causadas por especies emergentes de Candida diferentes de C. albicans, a las

que ahora se les reconoce su potencial patogénico (Loeffler y Stevens, 2003).

Por lo anterior, se llevd a cabo un estudio para determinar la diversidad de especies del género Candida,
aisladas de pacientes portadores del VIH o con SIDA, su resistencia in vitro a los antifungicos

convencionales y su resistencia al fluconazol durante la formacién de biopeliculas.



Capitulo 2. Antecedentes

La cavidad bucal estd colonizada por levaduras del género Candida entre un 40% a un 60% de las
personas sanas (Odds y Bernaerts, 1994). Cuando se presentan factores predisponentes estas levaduras
pueden causar infecciones bucales agudas o crdnicas tales como la candidiasis seudomembranosa
(muguet), atrdfica (eritematosa) e hiperpldsica (quelitis angular) (Cannon, 1999). La forma
seudomembranosa es la presentacién clinica mds comun en adultos inmunosuprimidos y se caracteriza
por la presencia de lesiones papulares multifocales lisas de color blanco o amarillento que al ser frotadas
dejan una superficie enrojecida facilmente reconocible. La forma eritematosa se presenta tipicamente
en nifios, como multiples focos de eritema macular difuso en el paladar, orofaringe y en zonas dorsales
de la lengua (Sanchez et al., 2005). La Candidiasis bucal con frecuencia se complica a Candidiasis

esofagica en pacientes inmunocomprometidos (Aguirre, 2002).

La prevalencia de Candidiasis oral varia en diferentes areas geograficas en funcion de las caracteristicas
de las diferentes poblaciones encontradas, sin embargo, se ha establecido que los pacientes con
VIH/SIDA son especialmente vulnerables a la colonizacion e infeccién por diferentes especies
oportunistas de hongos y en particular de Candida. Se ha reportado un amplio intervalo de portadores
de especies de Candida en pacientes con VIH/SIDA (11.0%-96.0%) en diferentes regiones del mundo
(Samaranayake et al., 1986; Fetter et al., 1993; Shiboski et al., 1996; Campisi et al., 2002; Ohmit et al.,
2003; Zhang et al., 2009), mientras que para la poblacion aparentemente sana el intervalo va del 10.0%

al 68.0% (Chave 1996, Odds y Bernaerts, 1994).

2. 1 Caracteristicas generales del género Candida

El género Candida representa un grupo de levaduras comensales del ser humano, tienen una morfologia
oval o redondeada de 3 a 7 um de diametro, se reproducen asexualmente por blastoconidios y forman
pseudomicelios. Asimilan y fermentan carbohidratos (no asimilan inositol), no producen pigmentos
carotenoides y carecen de cdépsula. Habitan en la piel y las mucosas de los tractos respiratorio,
genitourinario y digestivo. Algunas especies son patdgenos oportunistas que provocan candidiasis
generalmente en individuos inmunocomprometidos. Estos microorganismos crecen rapidamente

formando colonias redondas con olor caracteristico (McCullough et al., 1996).



La pared celular es una estructura que da forma a la célula y la protege del estrés ambiental. Estd
constituida por glucano que representa el principal polisacarido estructural (del 50% al 60 % en peso
seco del contenido de la pared), glucoproteinas (del 30% al 50 % del peso seco) y quitina (del 1% al 2 %
del peso seco de la pared). Tal superficie juega un papel importante en la adhesién a las superficies de
colonizaciéon y representa un sitio para la accién de algunos farmacos antifungicos. Particularmente, la
membrana celular de los hongos contiene ergosterol, que participa en la integridad de esta estructura y

como regulador de la fluidez (Pontén, 2008).

2.1.1 Taxonomia

La clasificacién taxondmica en el reino fungi estd basada principalmente en criterios morfoldgicos sobre
las caracteristicas de las estructuras de reproduccién anamorfica y teleomoérfica. Actualmente para
identificar las distintas especies se consideran caracteristicas bioquimicas vy fisioldgicas, asi como algunos

estudios moleculares.

Se han descrito mdas de 150 especies del género Candida pero sélo 10 son descritas como patégenos
importantes en el ser humano. En la Tabla 1 se muestra la clasificacion taxondmica del género Candida

descrita por Muller, 2007.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del género Candida.

Reino Eumycota
Phylum Ascomycota
Clase Hemiascomycota
Orden Saccharomycetales
Familia Candidaceae
Endomycetaceae
Metschnikowiaceae
Saccharomycetaceae
Género ANAMORFO TELEOMORFO
Candida Pichia
Especie C. albicans
(ejemplos) C. glabrata
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. guilliermondii P. ohmeri
C. krusei
C. lusitaniae




2.1.2 Crecimiento y nutricion

Las levaduras de este género crecen en medios definidos, que basicamente contienen sales, una fuente
de carbono (glucosa), una fuente de nitrogeno (hidrolizados proteicos) y fosfato; en algunos casos se
puede requerir biotina. Estas levaduras crecen en rangos de temperatura de 20 a 40 °Cy en un rango de
pH de 2 a 8. La mdxima tasa de crecimiento en medios sintéticos estd entre 30 y 40 h, pero en medios
suplementados con vitaminas y aminodcidos su tasa de crecimiento puede incrementarse hasta 80 h

(Calderone, 2002).

La mayoria de las especies del género Candida presentan caracteristicas morfoldgicas similares al crecer
en medio de agar dextrosa Sabouraud en temperaturas entre 28 y 32°C de 24 a 48 h. Las colonias son
blancas, cremosas, planas o sobresalientes, lisas o plegadas y tales caracteristicas pueden variar con
respecto a las condiciones del medio. De tal forma que las caracteristicas morfoldgicas no son un criterio
gue oriente hacia la identificacién de la especie. Microscdépicamente se presentan en dos formas: de
levadura y de micelio. La forma levaduriforme es denominada blastoconidio (oval, alargada, cilindrica y
esférica), estos pueden elongarse formando cadenas cortas de levaduras con constricciones, llamadas

pseudohifas e incluso formar micelio verdadero (Sullivan et al., 1995).

C. albicans fermenta glucosa, galactosa y maltosa con formacion de acidos y didxido de carbono. Se han
observado diferencias en el patréon de asimilacién y fermentacion de azlcares en las diferentes especies

del género (Luo et al., 2001).

2.1.3 Crecimiento de Candida en la cavidad bucal

La cavidad bucal ofrece un ambiente humedo, con un pH hacia la neutralidad y una temperatura
relativamente constante entre 34 y 36°C. La saliva constituye un elemento antifungico por la labor de
barrido mecdanico y la secrecién de inmunoglobulina A, lisozima, lactoferrina y lactoperoxidasas. Se ha
observado que aquellas situaciones que reducen la produccion de saliva (xerostomia) promueven la
aparicion de candidiasis oral. Asi mismo, la reduccidn del pH salival, que normalmente se encuentra
entre 5.6 y 7.8, favorece la adhesion del hongo. Las especies del género Candida crecen mejor en

condiciones aerdbicas y los estudios muestran que en condiciones no patogénicas, la forma dominante



de estos hongos es de levadura, mientras que las pseudohifas e hifas son mas comunes cuando se

presentan lesiones en la cavidad bucal (Arendorf y Walker, 1980).

De 32 estudios sobre portadores de levaduras en la cavidad bucal de diversas poblaciones se obtuvo que
la media de la frecuencia de hallazgo fue de 34.4 % y de este porcentaje, el 17 % correspondié a C.
albicans como la especie dominante, seguida de C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, y C. parapsilosis
(Blignaut et al.,, 2002). Otras levaduras encontradas fueron C. lusitaniae, Trichosporon spp. y
Saccharomyces spp. En la saliva de pacientes con candidiasis se han podido aislar aproximadamente 400
UFC/ml en el caso de C. albicans (Samaranayake et al., 1986). Utilizando técnicas de impresion, se ha
demostrado que particularmente el dorso de la lengua es el reservorio principal de estas levaduras

(McCullough, 1996).

2.1.4 Morfologia

El género Candida estd conformado por hongos levaduriformes en su mayoria dimérficos. C. albicans, la
principal especie patégena del género presenta dimorfismo relacionado con la disponibilidad de
nutrientes (Richardson y Warnock, 2003). Sus tres formas bioldgicas principales son:

e Vegetativa o levadura, de forma oval que mide de 3 a 7um de didmetro, de reproduccién asexual
a través de blastoconidios.

e De forma elongada o pseudomicelio, estas son formas filamentosas que sobresalen de las
levaduras y miden de 5 a 20 um. Las pseudohifas son cadenas de células subesféricas en
gemacién, que no se desprenden y forman una red ramificada parecida a las hifas verdaderas.
Las colonias compuestas por pseudohifas tienen un aspecto blando y blanco en contraste con el
crecimiento algodonoso del micelio verdadero.

e Clamidoconidias, son unicelulares de formas redondas u ovaladas de 8 a 16 um de diametro con
pared gruesa refringente, situadas al final de las hifas, pseudohifas o laterales sobre
blastoconidios ovalados. Son estructuras de reproduccién asexual. La célula conidiégena sufre un
agrandamiento terminal del primordio, su gran tamafo se debe al almacenamiento de
nutrientes de reserva y la pared gruesa es un medio de proteccidon a ambientes desfavorables. La
pared esta compuesta por dos capas; la interna de polisacaridos B-glucanos y la externa de

manoproteinas y quitina que pueden presentar un contenido de lipidos.
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Cuando se cultiva C. albicans en medios con suero humano y se incuba en un rango de 20 a 37°C por 2 a
8 h, las células de levadura presentan la formacién de un tubo germinal, estructura alargada que se
observa en cultivos jévenes. A este fendmeno se le conoce por los estudios de Reynolds-Braude
(Kantheti et al., 2012) y es un procedimiento rapido de identificacion para la identificacion. El sistema API
20 C AUX es un sistema de identificacidon de las levaduras mas comunes encontradas en microbiologia
clinica y sugiere la identificacidon de hifas (micelio) o pseudohifas (pseudomicelio) por lo que representa

una prueba complementaria a la prueba de deteccién (Sullivan et al., 1995).

2.1.5 Ecologia y epidemiologia

C. albicans esta asociada ecoldgicamente a seres vivos de sangre caliente. Su temperatura dptima de
crecimiento es de 37°C. Los tractos digestivo y respiratorio junto con la mucosa genital son los
reservorios mas importantes en seres humanos y el sitio de origen de las candidiasis endégenas. En estos
tejidos, C. albicans se comporta como un saprobio y su aislamiento no implica necesariamente la
presencia de infeccién. Este organismo no sobrevive mucho tiempo en superficies deshidratadas y la
supervivencia mejora cuando hay humedad, se le ha aislado de cepillos dentales, cosméticos y ropa. Las
especies de este género estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, C. albicans y C. glabrata son
encontradas comunmente en humanos y algunos animales, principalmente primates, animales
domeésticos incluyendo gatos y perros, varios mamiferos marsupiales y aves. En el ser humano las
especies del género Candida se encuentran de manera ubicua, las infecciones exdgenas son poco
frecuentes, mientras que las enddégenas son mds comunes dado que estas levaduras forman parte de la

biota normal (Calderone, 2002).

A principios del siglo XX, sélo C. albicans tenia relevancia médica ya que era responsable del 60 al 70 %
de las infecciones, mientras que especies como C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guilliermondii eran
considerados patdgenos ocasionales. Entre los afios 1980 y 1990 emergieron otras especies consideradas

no patégenas como C. glabrata, C. krusei y C. lusitaniae (Nucci y Marr, 2005; Coleman, 1998).

En los Estados Unidos, datos de los hospitales participantes en el National Nosocomial Infections
Survillance System (NNIS), mostraron un aumento en el porcentaje de las infecciones sanguineas
nosocomiales causadas por hongos, del 5.4% en 1980 a 9.9% en 1990. Las levaduras del género Candida

fueron el cuarto patégeno mas comuin que infectd el torrente circulatorio de los pacientes en estos
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hospitales, la especie mas frecuente fue C. albicans con una prevalencia de entre 28.8 y 79.4%. Las tres
especies de Candida no-albicans mdas comunes fueron C. glabrata, C. tropicales y C. parapsilosis, con
prevalencias de 20 a 25%, 10 a 20% y 10 a 20% respectivamente; mientras que la incidencia de C. krusei

fue de 4% (Sandven, 2000).

El aislamiento de especies del género Candida se ha incrementado notablemente como causante de
infecciones nosocomiales y la distribucidon de las especies ha cambiado con el tiempo. En Estados Unidos,
Pfaller y colaboradores entre 1997 y 2003, observaron una tendencia de distribucidn inespecifica de C.
glabrata y C. krusei, al mismo tiempo detectaron un incremento en C. tropicalis de 4.6 a 7.5% y C.

parapsilosis de 4.2 a 7.3% (Pfaller et al., 2006).

En un estudio sobre la distribucion geografica de C. albicans, Falagasy colaboradores (2010) observaron
qgue C. albicans fue aislada en el 60 % de los casos de candidemias en el norte y centro de Europa,

mientras que en América del Sur y Asia representé sélo el 40 al 42% de los aislados.

Dependiendo de la region geografica C. glabrata puede ocupar el segundo o tercer sitio después de C.
albicans, como agente causal mas comun de candidemias como ocurre en Estados Unidos de América y
el Reino Unido, donde tiene una frecuencia del 18.8 al 24% y 22.7% respectivamente; mientras que en
América Latina, C. parapsilosis y C. tropicalis sustituyen a C. glabrata en tal posicién. En América Latina,
Colombo y colaboradores (1999) observaron una frecuencia de C. glabrata en el 4 al 7% de los casos.
Asimismo durante ese periodo se reporté una disminucion de C.glabrata del 10.5 al 8.8% en Europa y del
12.1 al 7.2% en Asia, mientras que en los paises de América del Sur, sélo representd el 5% de los

aislamientos (Silva et al., 2012).

La frecuencia de C. tropicalis en Estados Unidos de América y en el norte y centro de Europa representa
del 4 al 11% de los casos, mientras que en América del Sur del 21 al 24% y en paises de Asia oriental el

22% (Diekema, 2002).

C. parapsilosis muestra una alta incidencia en América del Sur (20.5 al 21.3%), Asia Occidental (30%),
Europa Occidental (23%) y Oceania (20%); a diferencia del norte y centro de Europa (1 al 5%) (Silva et al.,
2012). En un estudio sobre candidemia realizado en Espafia en 1997 en 39 hospitales, se determind una

prevalencia de C. albicans del 41% y de C. parapsilosis del 37% (Trost et al., 2004).
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Otras especies menos comunes son C. krusei, que representa entre el 1% y el 4% de los aislados y C.

guilliermondii del 3 al 5% de las candidemias (Bassetti et al., 2005).

2.2 Especies de Candida de interés médico

De acuerdo a Garaizar y colaboradores (2006), las principales especies del género Candida de interés

clinico son:

C. albicans. Comprende el aislamiento mas frecuente en las lesiones clinicas en los seres
humanos y es el principal agente causal de las micosis oportunistas. Forma parte de la biota
comensal de la mucosa bucal, del tracto gastrointestinal y la mucosa vaginal. Esta relacionada
con todas las manifestaciones micéticas de los tejidos mencionados. Se han identificado dos
serotipos de C. albicans Ay B, este Gltimo mas frecuente en los pacientes con VIH/SIDA. Ademas
se ha caracterizado una variedad stellatoidea de C. albicans, agente causal de la vaginitis y
endocarditis.

C. tropicalis. Afecta con frecuencia a los pacientes leucémicos y neutropénicos, tiene gran
capacidad invasiva y se estima que de un 50% a un 60% de los casos, desarrollan candidiasis
diseminada a diferencia de C. albicans que lo hacen en un 2 a 15% de los casos (Nucci y Marr,
2005).

C. glabrata. Se ha demostrado que no forma pseudohifas y sus blastoconidios suelen ser
pequefios (1um a 4um). Es un patdégeno emergente muy estudiado por presentar poca
sensibilidad al fluconazol. Esta relacionada con pacientes inmunosuprimidos por el uso de
antibidticos de amplio espectro, uso de catéteres venosos, nutricion parenteral y estancias
prolongadas en unidades de cuidados intensivos. Se observan altas tasas de colonizacién de C.
glabrata orofaringea en adultos mayores y en pacientes con cancer. Por lo anterior, es una
especie asociada a una alta tasa de mortalidad y en América Latina representa de un 4 a 7% de
las especies relacionadas a candidemias (Maubon at al., 2014).

C. parapsilosis. Es un patdogeno exdgeno que se encuentra en piel mas que en superficies
mucosas. Se relaciona con el uso de drogas intravenosas, con el uso de catéteres intravasculares
y otros implantes. Se caracteriza por la habilidad de formar biopeliculas y estd fuertemente
asociada a candidiasis sistémicas y nosocomiales, principalmente en infantes y neonatos. La

frecuencia de este patdgeno ha aumentado considerablemente en América Latina, sin embargo
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es una especie asociada a una baja tasa de mortalidad debido al tratamiento generalmente
efectivo con antifiingicos azdlicos.

e (. krusei. Afecta gravemente a pacientes neutropénicos y se le aisla con frecuencia en casos de
septicemia y endoftalmitis. Se han reportado casos de poca sensibilidad y resistencia intrinseca a
fluconazol (Nucci y Marr, 2005).

e C. dubliniensis. Es un patégeno oportunista recientemente descrito, se aisla frecuentemente de
la cavidad bucal de pacientes infectados con VIH/SIDA. Esta levadura tiene la capacidad de
generar tubo germinal y clamidosporas, situacién que dificulta su discriminacién de C. albicans.
Se han obtenido cepas de C. dubliniensis resistentes a fluconazol in vitro y muestran una elevada
expresion del transportador resistente a multidrogas MDR1 (Sullivan et al., 1995; Gutiérrez et al.,
2002).

e (. guilliermondii. Es considerado un agente causal de endocarditis, principalmente en adictos a
drogas intravenosas. Se le asocia a pacientes inmunocomprometidos y que han sufrido procesos
quirurgicos.

e C. kefyr. (Antes llamada C. pseudotropicalis) causa infecciones oportunistas, principalmente en
micosis pulmonares (Hazen, 1995).

e C. lusitaniae. Este hongo oportunista produce candidiasis en inmunodeprimidos. Ha sido aislado
en sangre, esputo, rifidén y tracto gastrointestinal. Causa aproximadamente del 2 al 8% de los
casos de fungemia en adultos con cancer y es responsable de infecciones nosocomiales. Su
emergencia estd asociada con el uso de polienos orales en pacientes susceptibles y se ha

observado que desarrolla resistencia a Anfotericina B (Ball et al., 2004).

2.3 Mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia

El ser humano en condiciones normales de salud dispone de mecanismos inmunoldgicos que lo protegen
de la infeccién por Candida. La superficie mucosa y la presencia de la microbiota bacteriana normal son
barreras naturales contra la colonizacién. Por otra parte, en los tejidos ocurre la fagocitosis por accion de
los macrdfagos a través de un complejo enzimatico de mieloperoxidasas y en el torrente sanguineo se
encuentran otros importantes elementos defensivos. Es probable que cuando los elementos de defensa
mencionados se debilitan, las levaduras saproéfitas se convierten en patégenos, ya que habitualmente la
candidiasis es de procedencia enddgena (Hazen, 1995). Para el establecimiento del proceso patolégico
normalmente coinciden dos fendmenos: la conversién de la levadura comensal a patdgena y la

susceptibilidad del hospedero a la infeccidon por Candida (Senet, 1997).
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El balance entre colonizacién y candidiasis depende de la capacidad del hongo para modular la expresién
de los factores de virulencia en respuesta a los cambios ambientales, combinado con la competencia del
sistema inmunoldgico del hospedero. Sabemos que la virulencia de C. albicans se debe a un conjunto de
factores relacionados con su capacidad para lesionar los tejidos y evadir los mecanismos de defensa del
hospedero. Boreckd y colaboradores (2008), describieron diversos mecanismos de virulencia, todos

guedan incluidos en las siguientes categorias:

(1) la expresién de glicoproteinas de adhesidn en la superficie (principalmente manoproteinas)

reconocidas por el hospedero,

(2) la secrecion de diversas enzimas invasivas como fosfolipasas y proteasas (aspartil proteasas),

(3) la formacién de biopeliculas como mecanismo de colonizacidn y resistencia y

(4) el cambio morfogenético de crecimiento unicelular (levadura) a multicelular y filamentoso (hifas y

pseudohifas).

2.3.1 Adherencia

El principal factor que contribuye a la virulencia de algunas especies del género Candida es su habilidad
para adherirse y persistir en las mucosas epiteliales, situacién que precede a la colonizacién del tejido.
Ademads estas levaduras tienen una afinidad no especifica por resinas acrilicas (dentaduras
odontoldgicas) y otros polimeros (catéteres). El mecanismo de adhesidon esta relacionado con los
componentes de la pared celular y se da en dos fases; inicialmente existe una adhesién no especifica
dada por interacciones electrostaticas (cationes divalentes) y posteriormente por interaccion entre
receptores especificos y adhesinas (Hamilton et al., 1992).

La adhesién de Candida es mejor en formas celulares de blastosporas, pseudohifas y durante la
formacién del tubo germinativo. En estas fases se observa que aumenta considerablemente la
proporcién de manoproteinas involucradas en la adhesion (MCCullough et al., 1996). Se han descrito dos
tipos de adhesinas entre las especies C. albicans, C. parapsilosis, C, tropicalis y C. glabrata, |a flocular y la
fibrilar. Las adhesinas floculares son las responsables de mediar la adhesion a la mucosa epitelial de la

cavidad bucal, mientras que las fibrilares generan la adhesién a células endoteliales y componentes de la
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matriz extracelular, como fibronectina, laminina y coldgeno. Por otra parte, se sabe que la microbiota
bacteriana nativa de la boca interfiere con la adherencia y colonizacidn por Candida y cuando esta se ve
alterada por efecto de una terapia antibidtica, se produce la colonizacién micética y aparece la
enfermedad. Ademas, la secrecién de inmunoglobulina A también inhibe la adherencia de Candida a las
células epiteliales (O’Sullivan et al.,, 2000). Se ha propuesto que el péptido salival con propiedades
antimicéticas Hst-5 desempefia un papel importante como protector de la mucosa oral ante la
adherencia y colonizacidon por cepas de C. albicans (Torres et al., 2008). En pacientes con VIH/SIDA se
observan niveles bajos de Hst-5 que correlacionan con la presencia de candidiasis (Repentigny et al.,

2004).

2.3.2 Secrecion de enzimas y toxinas

En estudios sobre la secrecion de toxinas y enzimas hidroliticas en algunas levaduras del género Candida,
se observa que las enzimas hidrolizan polimeros produciendo nutrientes que permiten el crecimiento de
estas levaduras. Entre estas enzimas se destacan las Saps (Secreted aspartil proteinases) que son
endopeptidasas identificadas en C. albicans, C. parapsilosis, y C. tropicalis. Otras enzimas identificadas
son las fosfolipasas, lipasas fosfomonoesterasas, hexosaminidasas, hemolisinas y carboxil-proteinasas
(capaces de degradar inmunoglobulina A), en diferentes especies del género. Las proteinasas son las mas
estudiadas y sélo son producidas por algunas de las especies mds patogénicas del género: C. albicans, C.

tropicalis y C. parapsilosis (Pichova et al., 2001).

2.3.3 Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos unidos a una superficie y embebidos en una
matriz exopolimérica que genera proteccién del ambiente, los farmacos y los mecanismos del sistema
inmune. Las biopeliculas fungicas comparten propiedades con las biopeliculas bacterianas; en el caso de
las biopeliculas de C. albicans poseen una heterogeneidad estructural y una arquitectura de
microcolonias con canales de agua. La formacidon de estas matrices se ha descrito claramente en C.
albicans, C. parapsilosis (en medios ricos en glucosa vy lipidos) y C. tropicalis (en superficies de silicon y

catéteres de latex) (Borecka et al., 2008).
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Los pasos para la formacion de una biopelicula cursan por la adhesidn, la colonizacién, la coadhesion,
maduracién y desinsercidn. Entre los factores que mejoran la adhesion de las levaduras de Candida a las
células de la mucosa se citan: la produccion del tubo germinal, la secrecién de fosfolipasas y proteasas
(Saps), la presencia de ciertas manoproteinas en la pared del hongo, el pH y la temperatura (Overman,
2000). Una vez adheridas las células fungicas secretan una cubierta de glucoproteinas llamadas
adhesinas creando una matriz polimérica donde se reproducen las levaduras, este proceso representa la
colonizacion y en términos clinicos la etapa inicial de la infeccién. La madurez de la biopelicula consiste
en una mezcla de levaduras y formas filamentosas embebidas en el material exopolimérico. La
coadhesién implica la participacion de colonizadores primarios y secundarios o tardios, donde las
especies plancténicas de Candida se unen a receptores en la superficie de diferentes microorganismos.
Se ha observado que C. albicans se une a colonizadores primarios inmovilizados como los estreptococos,
Streptococcus gordonni, S. mutans, S. sanguinis y S. mitis, entre otras especies (O’Sullivan et al., 2000). La
ultima fase del desarrollo de la biopelicula llamada desinsercidon, representa el desalojo de
microorganismos que en otras areas pueden reiniciar el ciclo de formacidn de biopeliculas (Overman,

2000).

2.3.4 Cambios morfogenéticos

Uno de los cambios morfogenéticos es el dimorfismo, este consiste en la capacidad que tienen algunas
levaduras de cambiar morfolédgicamente de blastoconidio a pseudohifa e hifa. Estas ultimas permiten la
penetracidon a los tejidos y se ha observado que liberan mayor cantidad de fosfolipasas por lo que
pueden evadir los mecanismos inmunoldgicos de defensa del hospedero, como el ataque por fagocitosis
(Rueping et al., 2009). Otro cambio morfogenético es el switching fenotipico, el cual habilita a algunas de
estas levaduras para cambiar la morfologia de la colonia (de colonias lisas a rugosas) y la antigenicidad,
como es el cambio en la secrecidn de enzimas y toxinas (Senet, 1997). Algunas especies del género
Candida se destacan por la habilidad de cambiar fenotipicamente de levadura a hifa, como es el caso de
C. albicans y C. dubliniensis. Se ha demostrado que las cepas impedidas para desarrollar tales cambios
morfogenéticos, tienen baja capacidad de virulencia y menor resistencia a los antifingicos normalmente

utilizados (Kruppa, 2008).
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2.4 Candidiasis oral en pacientes con VIH/SIDA

Los seres humanos viven en armonia relativa con una serie de bacterias y hongos que no causan
enfermedades a las personas sanas, sin embargo, estos agentes pueden aprovecharse de un sistema
inmune debilitado. Las infecciones que ocasionan son llamadas oportunistas, como la candidiasis. Estos
microorganismos pueden transformarse en patdégenos cuando existen factores que favorecen su
crecimiento y colonizacién, causando afecciones superficiales o profundas (Felix, 1993; Campisi et al.,

2001). En la Tabla 2 se presentan las formas clinicas de la candidiasis (Hernandez, 2012).

Las candidiasis son las infecciones micéticas orales mas frecuentes. Histéricamente la afectacion oral por
Candida fue la primera forma clinica descrita. Clasicamente estaba asociada a la infancia y a la
ancianidad, actualmente se observa como una manifestacibn comuUn en pacientes
inmunocomprometidos (Hauman et al., 1993; Gugnani, 2003; Hamza et al., 2008). En la mayoria de los
pacientes se produce o mantiene a partir de un reservorio enddgeno (oral o digestivo) del propio
enfermo. En algunos casos la infeccién se adquiere de otras personas, como ocurre con la candidiasis
neonatal de recién nacidos cuyas madres presentan candidiasis vaginal en el momento del parto (Fetter

et al., 1993).

Tabla 2. Formas clinicas de candidiasis, tomado de Hernandez, 2012.

Mucosa Bucal
Esofagica
Localizada Genital
Cutanea Intertrigo
Onicomicosis
Diseminada Candidiasis mucocutanea crénica

Granuloma candididsico
Tracto urinario
Pulmonar
Sistémica Gastrointestinal

Endocarditis
Meningitis
Candidemia

Eccema
Alérgica Asma
Gastritis

La Candidiasis Orofaringea o Candidiasis Oral (CO) es la complicacién bucal con mayor prevalencia en

pacientes infectados con el VIH o con SIDA y representa la principal causa de morbilidad y mortalidad. La
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presencia de candidiasis en la cavidad oral de estos pacientes es un importante indicador tanto de la

enfermedad, como de su progresion (Patton et al., 1999; Ohmit et al., 2003).

Las defensas primarias del huésped para limitar la colonizacidn e invasién de Candida son los neutréfilos
y los linfocitos T, que en conjunto previenen la candidiasis y la diseminacién hematégena. Es decir, en
pacientes con conteos de linfocitos T CD4 menores a 200 células/mm? y/o con una elevada carga viral en

plasma hay un alto riesgo de desarrollar candidiasis (Repentigny et al., 2004).

La CO suele presentarse como una manifestacién clinica inicial del SIDA y se ha observado que el curso
prolongado de la infecciéon con VIH predispone a estos pacientes a episodios recurrentes de CO que
puede incrementar en frecuencia y severidad con el progreso de la enfermedad (Schoofs et al., 1998;

Ohmit et al., 2003; Zhang et al., 2009).

Histéricamente las lesiones generadas por la CO se han clasificado en variantes seudomembranosas,
eritematosas e hiperplasicas. No obstante, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 1992 establecio
que la clasificacién clinica comprende sélo los tipos de candidiasis seudomembranosa y candidiasis
eritematosa. La forma seudomembranosa es la manifestacion clinica mas frecuente en los pacientes con
VIH/SIDA. La presencia de estas lesiones puede ser dolorosa y promover una reduccién en la
alimentacién, situacién que compromete aln mas la salud de este grupo de pacientes (Hamza et al.,

2008).

La CO puede deberse a diferentes agentes etioldgicos, el mas frecuente es C. albicans. Otras especies
involucradas son C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr, C. guilliermondii, C.
dubliniensis y C. inconspicua. Recientemente, en un estudio sobre las especies de Candida relacionadas a
CO en pacientes con VIH, se corrobord que C. albicans fue la especie aislada con mayor frecuencia
(84.5%), seguida por C. glabrata (6.8%) y C. Krusei (3.4%). Ademads se ha reportado la presencia de C.
dubliniensis como agente causal importante de la CO en pacientes infectados con VIH a través de

estudios de genotipificacion (Gutiérrez et al, 2002).

La implementacién de la terapia antiretroviral altamente activa (TARAA) en la practica clinica para el
tratamiento de los pacientes con VIH/SIDA, ha reducido la prevalencia de muchas infecciones
oportunistas incluyendo la CO, debido a la reconstitucion de diversas funciones inmunes. Se ha
observado que un aumento en las cuentas celulares de linfocitos T CD4+ y la disminucién de la carga viral

en plasma, correlacionan con la disminucién de la colonizacién por Candida spp., y con la reduccién del
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riesgo de infecciones bucales sintomaticas (Gottfredson, 1999). Aunque la incidencia y prevalencia de
infecciones oportunistas a nivel mundial se ha reducido gracias al uso de TARAA, la CO sigue siendo la
lesion oral mas frecuente en pacientes con VIH/SIDA en la mayoria de los paises en vias de desarrollo

(Repentigny et al., 2004).

2.4.1 Candidiasis ssudomembranosa

También conocido como muguet o algodoncillo, es la forma clinica mas frecuente y se caracteriza por la
presencia de grumos o placas blancoamarillentas de consistencia blanda o gelatinosa, que crecen de
manera centrifuga y semiadheridas. Cuando estas placas son raspadas se desprenden facilmente
dejando una zona eritematosa, erosionada o ulcerada, en ocasiones dolorosa. Las lesiones se pueden
localizar en cualquier parte de la cavidad bucal pero predominan en la mucosa, paladar orofaringeo y
margenes laterales de la lengua. En la mayoria de los casos la sintomatologia es minima, pero en los
casos graves los pacientes pueden quejarse de dolor, ardor o disfagia, tal es el caso de los pacientes con
VIH/SIDA, ya que suelen presentar formas cronicas dificiles de erradicar. En este grupo de pacientes
aparece como una infecciéon aguda que puede ser recurrente por meses o afos (Zhang et al., 2009). El
diagndstico clinico se realiza por medio de examenes de microscopia de la seudomembrana blanca,
donde se detectan pseudohifas y levaduras que tifien positivo con el colorante de Gram (Gadea et al.,

2007).

2.4.2 Candidiasis eritematosa.

Se presenta clinicamente como un area rojiza de bordes mal definidos en la mucosa oral con la presencia
de placas blanquecinas o placas eliminables. Es mas frecuente identificarla en el dorso de la lengua en su
zona central y en el paladar duro, formando una imagen de doble de espejo. En general son lesiones
asintomaticas que producen un ligero picor. Esta forma es comun en los pacientes xerostémicos que
toman antibidticos de amplio espectro y constituyen la llamada “lengua antibidtica” (Ramirez et al.,

2009).
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2.4.3 Etiopatogenia

Los factores predisponentes del huésped son de importancia para el desarrollo de la candidiasis. Las
levaduras de este género son patdgenos oportunistas estrictos, por lo tanto sélo causan enfermedad
cuando las defensas del huésped son inadecuadas, como sucede con los pacientes con

inmunodeficiencia adquirida o natural (Pfaller y Diekema, 2007).

Los factores predisponentes de la candidiasis se clasifican en dos categorias; factores sistémicos y
factores locales. Los factores sistémicos comprenden; periodos extremos de la vida y embarazo,
alteraciones hormonales (Diabetes mellitus, hipotiroidismo), trastornos nutricionales (Deficiencias en
hierro, folatos y vitamina B12), enfermedades malignas (Cancer oral, leucemia, agranulocitosis) y
defectos en la inmunidad (SIDA, aplasia timica). Por otra parte los factores locales contemplan; el uso de
antibidticos de amplio espectro y corticoides, xerostomia, empleo de drogas, radioterapia, trasplante de
drganos, dieta rica en carbohidratos y uso de tabaco fumado. En la Tabla 3 se muestra una clasificacidon

detallada de tales factores (Repentigny et al., 2004).

Con relacién a la edad, los lactantes presentan un sistema inmunoldgico inmaduro, mientras que los
ancianos tienen una disminucion en la produccién de saliva por lo que ambos grupos son susceptibles al
desarrollo de infecciones oportunistas (Torres et al., 2008). En el caso de las mujeres en estado de
embarazo la predisposicién se debe a los cambios hormonales que favorecen el desarrollo de estas

infecciones (Shibosky, 1996)

Por otra parte, las alteraciones enddcrinas provocan cambios en el metabolismo de los carbohidratos en
estos pacientes, situacidn relacionada con el crecimiento de Candida. Se ha reconocido que las dietas
ricas en carbohidratos predisponen a la candidiasis oral, ya que las levaduras mejoran su capacidad de
adhesién a las células epiteliales. Ademas, se ha observado que las deficiencias nutricionales tienen
correlacién con una baja tasa de proliferacion celular del sistema inmune. Asi, la deficiencia de hierro
altera algunos procesos inmunoldégicos como la produccidn de anticuerpos y la fagocitosis; el déficit de
folato promueve cambios degenerativos en la mucosa oral, y las deficiencias de vitamina A, B1, B2, B12y
C, también alteran el estado inmunolégico favoreciendo la aparicién de candidiasis oral (Repentigny et
al., 2004). Las enfermedades malignas y los defectos de la inmunidad correlacionan con un estado de

inmunosupresion, situacién que promueve el desarrollo de candidiasis (Odds y Bernaerts, 1994).
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La utilizacion de antibidticos de amplio espectro y corticoides, son factores predisponentes por la
destruccién de la flora bucal que altera el equilibrio de la misma. La poblaciéon drogodependiente y los
sujetos que toman sedantes padecen una disminucién en la produccidn de saliva, situacidon que es una
condicionante local para el desarrollo de la candidiasis oral (Wisplinghoff et al., 2004). Acerca del uso de
tabaco, se observa que aumenta la queratinizacion epitelial, reduce la concentracién de IgA en la saliva y
deprime la funcién de los leucocitos polimorfonucleares; todas estas situaciones pueden favorecer el
crecimiento oral de Candida, aunque la relacién entre el uso de tabaco fumado y la colonizacién no esta

claramente establecida (Aguirre, 2002).

Tabla 3. Factores predisponentes relacionados a candidiasis oral, tomado de Hernandez, 2012.

Estados fisioldgicos Inmunodeficiencias y enfermedades
debilitantes

Prematurez Infeccién con VIH/SIDA

Infancia Leucemia

Vejez Linfomas

Embarazo Sarcomas
Diabetes
Obesidad

Sindrome de Cushing
Trasplantes
Miscelaneos

Factores iatrogénicos

Antibidticos Drogadiccion
Glucocorticoides Quemaduras y heridas
Citotdxicos Traumatismo
Inmunosupresores Cambios de pH
Hormonas sexuales Protesis

Cateterismo
Nutricidn parenteral

2.5 Diagnéstico

El diagndstico convencional de las Candidiasis es fundamentalmente clinico, se basa en el
reconocimiento de las lesiones provocadas por el agente causal y la confirmacidn a través de hallazgos
radioldgicos, de microscopia, analisis en cultivos, ensayos seroldgicos y exdmenes histopatoldgicos de los
tejidos sospechosos. La observaciéon microscépica se realiza en fresco o mediante tinciones que facilitan
la identificacién de las levaduras y el pseudomicelio. En el laboratorio de micologia los aislamientos se
identifican al microscopio con la prueba de filamentacion en suero de bovino para identificar la

formacién de tubos germinativos en C. albicans. Con la observacién morfoldgica de las blastoconidias,
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hifas y pseudohifas al microscopio se distinguen algunas especies del género. Asi mismo, con la

produccién de clamidoconidias en agar y extracto de maiz con Tween-80 (Richardson y Warnock, 2003).

Los cultivos se realizan en placas de agar dextrosa Sabouraud con cloranfenicol o gentamicina (para
inhibir el crecimiento bacteriano). Hay medios de cultivo cromogénicos que permiten hacer una
identificacion presuntiva radpida del aislamiento (18 a 48 h) segun el color que presentan las colonias
aisladas. Entre estos medios de cultivo se destaca el BBL CHROMagar Candida de Paris, Francia
distribuido por BD Diagnostic Systems, este contiene sustratos cromogenos que ponen de manifiesto la
actividad enzimatica diferencial entre las especies, de tal manera que se pueden discriminar aquellas
especies con actividad de hexosaminidasa (C. albicans, C. dubliniensis y C. tropicalis) de aquellas con
actividad de fosfatasa alcalina (C. krusei). En la Tabla 4 se muestra la coloraciéon de crecimiento
identificada en chromagar de algunas especies del género (Odds y Bernaerts, 1994). Otros medios son el
agar ALBICANS ID (Bio-Mériux, Francia) y el agar Fluoroplate Candida (Merck, RFA), donde C. albicans
crece en forma de colonias color verde-azulado y lisas en el primero, y las colonias generan una

fluorescencia blanca al iluminarlas con luz UV en el segundo de estos medios (Martinez et al., 2008).

Tabla 4. Coloracion de crecimiento en el medio cromogénico BBL CHROMagar Candida BD Diagnostic Systems.

Agente etioldgico CRHOM agar Candida
C. albicans y/o C. dubliniensis Verde

C. tropicalis Azul

C. parapsilosis Rosa palido, blanco

C. glabrata Rosa purpura, blanco

C. krusei y/o C. guilliermondii Rosa palido, purpura

C. lusitaniae Rosa purpura grisaceo

Hay otros métodos bioquimicos de uso comercial para la identificacion de las levaduras, como son las
pruebas del patrén de fermentacion (zimogramas) y asimilacion de distintos carbohidratos
(auxonogramas). Entre estos se destacan el API ATB ID 32 C (que consta de una galeria de 31
carbohidratos), VITEK 2 ID-YST, Microscan y el APl 20 C AUX. Existen también medios que permiten
identificar los aislamientos mediante reacciones enzimaticas, como el Fongiscreen 4H, el Rapidec
Albicans o el Auxocolor, que tienen la ventaja de ser mucho mas rdpidos que los métodos

convencionales (Gadea et al., 2007; Liguori et al., 2007).
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Para efecto del aislamiento es muy importante la correcta toma de muestras bucales. Habitualmente se
toma con un hisopo o mediante raspado, el hisopo debe ser humedecido con suero fisiolégico o agua
estéril para que la muestra no se seque. Otros métodos de obtencién de muestras bucales son el
enjuague bucal, la recolecta de saliva y la impresidn mediante contacto del medio de cultivo con la

mucosa (Samaranayake et al., 1986; Wahyuningsih et al., 2000; Liguori et al., 2007).

El diagndstico convencional de las micosis estd basado en métodos de identificacién que implican tiempo
y pueden ser inespecificos y de baja sensibilidad, con relacion a la baja actividad celular y humoral que
muestran los pacientes inmunosuprimidos (Ball et al., 2004). Se han descrito varios métodos para
diferenciar los aislados de Candida por genotipificacién para propdsitos epidemioldgicos. La metodologia
se basa principalmente en el analisis molecular de la regién génica que codifica para el ARNr 25S, region

conocida como altamente polimdrfica (Liguori et al., 2010).

2.6 Agentes antifungicos

El esquema de tratamiento de la candidiasis oral estd basado en cuatro pilares; realizacién de un
diagndstico precoz y certero de la infeccidn, correccion de los factores facilitadores (sistémicos y/o
locales) o de las enfermedades subyacentes, determinacién del tipo de infeccion candidiasica y el

empleo de farmacos antifungicos apropiados (Zaragosa et al., 2008; Delgado et al., 2009).

En la década de 1950 se registré un gran avance en la terapéutica micoldgica debido al desarrollo de los
polienos como la anfotericina B. Este antifungico rdpidamente se convirtié en el tratamiento de eleccién
para micosis graves, sin embargo, con el tiempo su uso se asocid a efectos adversos severos como
nefrotoxicidad. En 1981 la Food and Drug Administration (FDA) aprobd el primer farmaco azélico
(ketoconazol) de amplio espectro y con menos efectos secundarios, para el tratamiento de las
candidiasis y candidemias. La introduccién de los triazoles de primera generacién como el fluconazol en
1990 e Itraconazol en 1992 representd una alternativa eficiente para el tratamiento de las micosis, asi
como los triazoles de segunda generacion (voriconazol y posaconazol) que resultaron mds potentes

contra hongos resistentes a otros antifungicos (Maertens, 2004).

Por su mecanismo de accidn, los farmacos antifingicos se clasifican en: 1) macrélidos polienos como la

anfotericina B y nistatina, que son agentes que alteran la membrana celular; 2) derivados azélicos como
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el fluconazol y miconazol, que actian como inhibidores de la sintesis de ergosterol; 3) equinocandinas
como la caspofungina, que inhiben la sintesis de B-glucanos y 4) La fluoropiridina 5- fluocitosina, que
inhibe la sintesis de acidos nucleicos y proteinas. Comparado con la cantidad de antibidticos existe poca
diversidad de agentes antiflngicos, por lo que las posibilidades de tratamiento de las micosis son

limitadas (Calderone, 2002; Sanglard y Odds, 2002)

Los antifungicos azdlicos (fluconazol en particular) son considerados los farmacos de primera eleccién
para el tratamiento de los pacientes con CO relacionada con el VIH/SIDA (Sullivan, 1997). Se ha
encontrado un alto nivel de sensibilidad a fluconazol, itraconazol, miconazol, clotrimazol y anfotericina B,
en infecciones primarias. Aunque tal sensibilidad se ve reducida en los pacientes con CO periddica y/o
con terapia antifungica previa (Pfaller y Diekema, 2007). Es importante el reconocimiento de la especie
implicada en el proceso infeccioso para disefiar un tratamiento y manejo especifico, ya que algunas
levaduras del género Candida pueden tener susceptibilidad reducida a determinados antifungicos. Tal es
el caso de C. kruzei que presenta resistencia intrinseca a fluconazol y C. glabrata que con frecuencia
muestra resistencia a diferentes azoles. Ambas especies se han encontrado en pacientes

inmunosuprimidos (Chave et al., 1996; Barchiesi et al., 2002).

El uso de rutina en los tratamientos profilacticos en pacientes con CO puede generar resistencia y la
exposiciéon prolongada a antifingicos destaca como la principal causa de aparicidon de cepas resistentes.
Se ha observado que los pacientes con una avanzada enfermedad de VIH/SIDA desarrollan resistencia ya

sea por tratamientos repetidos o terapias de periodos prolongados (Delgado et al., 2009).

2.6.1 Macrdlidos polienos

La Anfotericina B (AmB) tiene alta afinidad de unidn al ergosterol de la membrana plasmadtica, se sabe
que altera su estructura modificando también la integridad de la membrana. También forma canales por
donde se liberan iones de potasio modificando el gradiente de concentracién electroquimico del
microorganismo y causa dafos oxidativos a las membranas plasmaticas. En altas concentraciones los
polienos inhiben a la enzima quitina-sintetasa que participa en la sintesis de la pared celular. Es un
compuesto que ademas inhibe la sintesis de ergosterol y fosfolipidos de las membranas del reticulo y

mitocondrias. La AmB tiene una relacidn con el citocromo P 450 fungico, el cual regula las vias de
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biosintesis de lipidos, asi como el cambio morfolégico de levadura a pseudohifa. (Loeffler y Stevens,

2003).

La nistatina es otro polieno, con una estructura y mecanismo de accidn similar a la AmB. Su uso esta
restringido a aplicaciones tdpicas para infecciones en la piel y administracion oral. El efecto secundario

de principal cuidado con el uso de estos farmacos es la nefrotoxicidad (Cruciani y Serpelloni, 2008).

La causa de resistencia a los polienos es una alteraciéon importante en la composiciéon lipidica de la
membrana plasmatica, principalmente una reduccidn en el contenido de ergosterol, lo que produce una
baja afinidad de los polienos a la membrana. Otra causa de resistencia es la alteracidn en el contenido de
B-glucanos 1-3 en la pared celular, estos compuestos aumentan la estabilidad estructural de la pared

impidiendo el acceso de grandes moléculas como la AmB. (Sanglard y Odds, 2002).

2.6.2 Derivados azdlicos

Se trata de inhibidores de la biosintesis del ergosterol que interactlan con las enzimas necesarias para
transformar el lanosterol en ergosterol. El primer compuesto azdlico utilizado sistémicamente fue el
clotrimazol y posteriormente el miconazol, que resulto mas efectivo contra infecciones sistémicas, sin
embargo, su uso intravenoso mostraba pocas diferencias con AmB en lo que a toxicidad se refiere. El
Ketoconazol fue el primer azélico de uso bucal que mostrd resultados satisfactorios contra la mayoria de
las especies del género Candida con excepcidon de C. glabrata; ademas muestra baja hepatoxicidad y su
resistencia ha sido descrita en pacientes con VIH/SIDA con candidiasis mucocutanea, orofaringea y

esofagica (Loeffler y Stevens, 2003).

El Itraconazol tiene un amplio espectro de actividad y es el primer triazol usado en humanos. Es de
administracién bucal e intravenosa y muestra alta actividad in vitro contra las levaduras del género
Candida (Maertens, 2004). El fluconazol es otro triazol que puede ser administrado bucal e
intravenosamente; es usado el tratamiento de la candidiasis orofaringea y esofagica en los pacientes con
VIH/SIDA y en pacientes neutropénicos. Este azol ha mostrado que reduce significativamente la
incidencia de candidiasis invasiva en pacientes después de la administracién de quimioterapia o un
trasplante. Es importante sefialar que C. krusei es intrinsecamente resistente a este triazol y en

diferentes tipos de pacientes se han aislado cepas de C. glabrata resistentes también, asi como cepas de
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C. albicans resistentes en pacientes con VIH (Barchiesi et al., 2002). Otro triazol de amplio espectro es el
posaconazol, el cual presente una potente actividad in-vitro ante cepas resistentes a fluconazol e
itraconazol, se encuentra disponible en suspensidn oral y el perfil de toxicidad que genera es menos
desfavorable que otros azoles. Se ha utilizado efectivamente en el tratamiento de la candidiasis oral y

esofagica en pacientes con VIH (Maertens, 2004).

El Voriconazol esta estructuralmente relacionado al fluconazol y muestra un espectro similar al
itraconazol, es efectivo contra C. krusei, C. guilliermondii y C. lusitaniae. Se ha recomendado en
tratamientos empiricos para sustituir a la AmB en pacientes con neutropenia y fiebre persistente. La
eficacia de este farmaco se ha observado principalmente en pacientes con VIH/SIDA que presentan

candidiasis orofaringea (Cruciani y Serpelloni, 2008).

El ergosterol es el esterol mas abundante de la membrana plasmatica de los hongos. Los azoles actian
como inhibidores de la enzima lanosterol desmetilasa que participa especificamente en la biosintesis del
ergosterol. El sitio activo de la enzima lanosterol desmetilasa contiene un grupo hemo que porta un
atomo de nitrégeno con el cual interactian los compuestos azélicos, blogueando el mecanismo de
desmetilacién del lanosterol. Ademas se ha observado que pueden interactuar con la enzima 3-
cetoesteroide reductasa que participa en la biosintesis del metilesterol, precursor biosintéticos del

ergosterol (Pontdn, 2008).

Se han propuesto varios mecanismos de resistencia entre los que destaca la permeabilidad reducida de
la membrana celular al antifdngico, posibles alternativas en la via de biosintesis del ergosterol, la
sobreexpresidon de enzimas dependientes del citocromo P450, posibles mutaciones en el gen de la
enzima desmetilasa (que disminuyen la afinidad de unién del antiflingico) o la existencia de una bomba

de eflujo que elimina el antifiingico que entra a la célula (Sanglard y Odds, 2002).

2.6.3 5-fluorocitosina

Es una pirimidina fluorinada que se usa para el tratamiento de las infecciones fungicas desde 1960. Su
forma de accidn esta basada en la interferencia del metabolismo de las pirimidinas y la sintesis proteica.
La 5-fluorocitocina (5-FC) actla sobre la enzima citosina permeasa que promueve la transformacién del

5-fluoracil en trifosfato fluororidina, molécula que se incorpora al ARN fungico bloqueando la sintesis de
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proteinas. También la 5-FC es convertida en fluorodesoxiuridina-monofosfato que interfiere con la
enzima timidilato sintetasa, situacion que inhibe la sintesis de ADN. La 5-FC tiene una excelente

penetracion en los tejidos.

La resistencia primaria al 5-FC no es comun, se conocen dos mecanismos principales de resistencia. El
primero es una disminucién de actividad de la enzima citosina permeasa o desaminasa y el segundo es
una disminucidon de actividad de la enzima uracil fosforribosil transferasa, enzima responsable de Ia
conversion del 5-fluoracil en acido 5-fluororidilico. Adicionalmente se ha descrito una disminucién de la
actividad de la enzima pirofosforilasa uridin monofosfato. Sin embargo, en el laboratorio se ha
observado que rdpidamente pueden surgir mutantes resistentes, por lo que en la practica se recomienda

usar este farmaco junto con otro antifingico (Cruciani y Serpelloni, 2008).

2.6.4 Inhibidores de la sintesis de glucanos

La pared celular de los hongos esta conformada por varias capas estructurales de glucanos, quitina,
mananos y manoproteinas. Las equinocandinas son un pequefio grupo de farmacos que bloquean la
biosintesis del B (1-3) D-glucano a través de la inhibicion de la enzima B glucano sintetasa, esto genera la
disrupcion de la pared y la muerte celular. Tres antifingicos principales componen la clase de las
equinocandinas; la caspofungina, micafungina y anidulafungina, todos inhiben la biosintesis del § (1-3) D-
glucano y se ha demostrado que presentan potente actividad in vitro contra especies del género
Candida. Diferentes estudios revelan que esta actividad antifdngica funciona en aislamientos resistentes
a los triazoles. Los mecanismos de resistencia a las equinocandinas son limitados y se basan en estudios
de laboratorio con mutantes de S. cerevisiae. La caspofungina fue la primera utilizada clinicamente y sélo
estd disponible en formulas intravenosas, es utilizada en primera linea para tratar micosis invasivas
incluida la candidiasis orofaringea y esofdgica. La micafungina y anidulafungina tienen un espectro de
actividad similar in-vitro, farmacocinética y perfil de toxicidad que la caspofungina. El potencial clinico de

estos nuevos antifungicos se estudia ampliamente en la actualidad (Basma et al., 2008).
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2.7 Sensibilidad a los antimicdticos

En las Ultimas décadas se ha registrado un incremento de la incidencia de las infecciones fungicas como
resultado de varios factores que incluyen un aumento en el nimero de pacientes con inmunosupresion
severa. También se observa un incremento en el aislamiento de cepas que muestran resistencia a los
farmacos comunmente utilizados, en especial aislamientos de pacientes que han recibido profilaxis
antifungica, que requieren largos periodos de tratamiento y pacientes en unidades de cuidado intensivo

(Sanglard y Odds, 2002).

Se ha publicado un elevado nimero de casos de infeccién bucal por C. albicans resistentes al fluconazol,
el amplio uso de este antifingico genera conocimiento de aquellos casos donde no se consigue el
objetivo terapéutico deseado. La mayoria de las resistencias se asocian con pacientes en estadios finales
de la infeccion por el VIH (con menos de 50 CD4+ por ul) que padecen candidiasis orofaringea de
repeticion y han sido tratadas previa e infructuosamente con diferentes farmacos antiflingicos

(Margiotta et al., 1999).

En el caso concreto de C. albicans la presencia de resistencias es mas baja que en otras especies como C.
krusei o C. glabrata. C. krusei es intrinsecamente menos sensible a fluconazol. La caracterizacion
subespecifica de los aislamientos de C. albicans de pacientes infectados con el VIH muestra la presencia
de biotipos o genotipos diferentes con sensibilidad variable a los azoles en algunos enfermos. La
aparicion de nuevos episodios de candidiasis orofaringea seria el resultado de la seleccidn de los biotipos
o genotipos con menor sensibilidad al antifiingico. En otros pacientes los nuevos episodios se relacionan
con cambios en el fenotipo (probablemente por la presidn antifungica selectiva) en aislamientos con el

mismo o diferente genotipo (Luque et al., 2008).

El riesgo de aparicidn de resistencia a los antifuingicos en pacientes con tratamientos prolongados hace
necesario el estudio in vitro de la sensibilidad antifingica. El interés de la evaluacién de la sensibilidad a
los antifungicos se basa principalmente en la necesidad del laboratorio clinico de proporcionar datos
fiables que permitan seleccionar el farmaco mas adecuado para el tratamiento. Para conseguir este
objetivo es necesaria una adecuada valoracién cuantitativa que prediga si un aislamiento clinico es
resistente in vitro a un antifungico (resistencia microbioldgica) y, a su vez, una certera valoracién
cualitativa (utilidad prondstica) que sirva para predecir la respuesta clinica cuando se emplea dicho
antifungico en el tratamiento. Ademas, estd la necesidad de explicar los aparentes fallos terapéuticos o

los problemas asociados con las resistencias primarias y secundarias en determinadas especies flngicas a
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antifungicos concretos. Estas pruebas son utiles especialmente en pacientes con defectos inmunitarios o
neutropenia, en infecciones recidivantes mucocutaneas y en las micosis diseminadas que no responden

al tratamiento inicial.

En el 2005 Sanchez y colaboradores, estudiaron 111 pacientes mexicanos con VIH/SIDA y 201 personas
sanas para determinar la presencia de levaduras colonizando la cavidad oral. De los 2 grupos de
pacientes se obtuvieron 85 aislamientos de especies de Candida, 83.5% eran C. albicans y un 27 % de las
especies eran C. no-albicans. El 10.8% de las levaduras eran resistentes a uno o mas antifungicos azélico

y un 29 % mostraba sensibilidad disminuida.

2.7.1 Métodos de estudio de actividad in vitro a los antifiingicos y evaluacion de resistencia

Los métodos de estudio de la sensibilidad a los antifungicos se dividen en; (1) métodos de difusién del
antifungico que implican una concentracion fija en discos de papel, en tabletas o en tiras plasticas y son
utilizados en un agar donde se ha inoculado previamente el aislamiento, midiéndose los halos de
inhibicién del crecimiento, y (2) los métodos de dilucién, basados en la utilizacion de diferentes
concentraciones de antifiingico en agar o medio de cultivo liquido. El método de microdilucién en caldo

(M27-A2) ha sido estandarizado por la NCCLS a través de los afios desarrollando estudios colaborativos.
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Capitulo 3. Planteamiento del problema

A partir de la década de los 80’s ha estado aumentando la poblacion con algin tipo de
inmunocompromiso (Pinner, 1996), asi mismo se ha observado un aumento en la incidencia de
infecciones oportunistas (Coleman et al., 1998). En los pacientes con VIH/SIDA la infeccidon oportunista
mas frecuente es la candidiasis oral (CO) (Diekema et al., 2002). A mediados de la década de los 90’s con
la introduccién de la TARAA como tratamiento para los pacientes con VIH/SIDA, se observd una
disminucién general de las infecciones oportunistas en este grupo de pacientes (Gurtner et al., 2007). Sin

embargo, no hay datos concluyentes en su relacidn con la prevalencia e incidencia de la CO.

Aungue la candidiasis es una enfermedad que afecta a la poblacion mundial sin discriminacion (Colombo
et al.,, 2006), los factores geograficos juegan un papel muy importante en su aparicién y en las especies
responsables. En Estados Unidos, las especies de Candida varian en cada regién geogréfica: C. albicans
en el 30.2% en el Suroeste y 54.5% en el noreste de ese pais (Edmond et al., 1999). Los estudios sobre
diversidad geografica permiten detectar patégenos con alta virulencia o con mayor incidencia y
prevalencia de estas infecciones. Actualmente, hay un gran interés en las especies de Candida no-

albicans, debido al aumento y el cambio epidemiolégico de las candidiasis.

Se sugiere que C. albicans muestra una gran variedad de factores de virulencia como resultado a la
adaptacion de las condiciones del hospedero y varias especies no-albicans son consideradas como
patédgenos emergentes. Ademas, las diferentes especies del género Candida muestran diferentes grados
de sensibilidad a los antifungicos utilizados en primera linea (azélicos), situacion que ha promovido un
aumento en los casos de resistencia a los antifungicos empleados actualmente, ya sea de manera
adquirida o intrinseca. La falta de estudios de sensibilidad y resistencia en las especies del género se ve

reflejada en el fracaso terapéutico y en el aumento de los casos de resistencia.

Otro aspecto importante, es que pese a los intentos por descubrir nuevos farmacos antifungicos para
resolver el problema de las candidiasis, durante las Ultimas décadas se ha incrementado el nimero de
fallas terapéuticas en casos de micosis. Esto se atribuye a diferentes causas como la emergencia de
especies resistentes, el incremento en las deficiencias inmunoldgicas, una baja disponibilidad y mal uso
de antifungicos, presencia de alteraciones en el metabolismo de los antifingicos, interacciones
medicamentosas y la resistencia antifingica primaria o secundaria. En México, se han hecho algunos

esfuerzos por cuantificar el problema de la resistencia a farmacos antifungicos en hospitales de atencion
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general y de especialidades, sin embargo, la magnitud del problema sigue sin conocerse (Manzano-

Gayoso et al., 2008).

El diagndstico convencional de las infecciones flungicas, estd basado en hallazgos radioldgicos, andlisis en
cultivos y exdmenes histopatoldgicos de los tejidos sospechosos, entre otros. Estos métodos implican
tiempo y pueden ser inapropiados. En el caso de los ensayos seroldgicos pueden ser inespecificos y de
baja sensibilidad, con relaciéon a la baja actividad celular y humoral que muestran los pacientes
inmunosuprimidos, principal grupo de riesgo ante las candidiasis (Ball et al., 2004). Muchos estudios
discuten la posibilidad de utilizar métodos de deteccidn rapidos y no invasivos como lo son aquellos que

emplean técnicas moleculares de identificacion (Liguori et al., 2010).

Para desarrollar y aplicar la correcta estrategia terapéutica es necesario utilizar metodologias que
discriminen con exactitud las cepas involucradas en la infeccién, situacién que demanda un diagndstico
certero y oportuno. Ademas es necesario establecer los perfiles de sensibilidad que los aislamientos

microbiolégicos muestran ante los farmacos usados clinicamente.

En México son pocos los laboratorios clinicos que tienen implementadas las pruebas correspondientes
para identificar los agentes causales con exactitud y rapidez. Asi como para conocer sobre los perfiles de

sensibilidad antifungica de los aislamientos clinicos.
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Capitulo 4. Justificacion

Se han realizado pocos estudios epidemiolédgicos con técnicas moleculares enfocados a determinar la
frecuencia de portadores sintomaticos y asintomaticos de las diferentes especies del género Candida, asi
como los patrones de sensibilidad antifungica en grupos vulnerables como son los pacientes
inmunosuprimidos con VIH/SIDA, por lo que se desconoce la magnitud del problema para establecer las

medidas terapéuticas y preventivas oportunas.

Un diagndstico certero y oportuno promueve un tratamiento adecuado, sin el cual la mortalidad de las
infecciones flngicas sistémicas aumenta, lo que unido a la derrama econémica que este tipo de
infecciones genera, las convierten en enfermedades de gran trascendencia en la practica diaria en el

ambiente hospitalario.

Actualmente en México se conoce poco acerca de la distribucién de especies del género Candida y de los
perfiles de sensibilidad antifungica de los aislamientos. Este estudio representa el primer reporte de
prevalencia y distribucion de especies del género Candida, asi como los perfiles de sensibilidad
antifungica de las levaduras bucales en este grupo de pacientes en las principales ciudades del estado de
Baja California. Un propésito adicional fue evaluar in vitro la capacidad de los aislamientos clinicos para

formar biopeliculas y su resistencia al antifungico azdlico mas utilizado en la practica clinica.
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Capitulo 5. Hipdtesis

La distribucion y frecuencia de las especies del género Candida varia con las caracteristicas
sociodemograficas y clinicas del paciente; asi mismo, varia la sensibilidad a los antifungicos entre las

cepas de C. albicans y C. no-albicans, aisladas de la cavidad oral en este grupo de estudio.
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Capitulo 6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Identificar la prevalencia y frecuencia de especies del género Candida en muestras bucales de pacientes

con VIH/SIDA,; asi como los patrones de sensibilidad antiflingica in vitro de los aislamientos.

6.2 Objetivos especificos

1. Determinar la distribucién y frecuencia de especies del género Candida en muestras bucales de

pacientes con VIH/SIDA en las ciudades de Tijuana, Mexicali y Ensenada Baja California.

2. Describir la distribuciéon de las especies del género Candida aisladas, de acuerdo a variables

sociodemograficas y clinicas de los pacientes con VIH/SIDA.

3. Determinar la frecuencia de cepas sensibles y resistentes a siete antifungicos convencionales en las

especies aisladas a través del método de sensidiscos.

4. Analizar la relacidon entre la sensibilidad a los antifungicos y las especies identificadas del género

Candida aisladas en este grupo de pacientes.
5. Determinar la frecuencia de cepas formadoras de biopelicula entre las cepas aisladas.

6. Analizar la relacion entre la capacidad de formar biopelicula en las cepas aisladas y la sensibilidad a

fluconazol.



33

Capitulo 7. Materiales y métodos

7.1 Tipo de estudio

De acuerdo con las caracteristicas y objetivos planteados, este trabajo representa un estudio de tipo
descriptivo, transversal, comparativo y prospectivo. Consistido en determinar la distribucidn de especies
del género Candida, la prevalencia de resistencia a antifungicos de las cepas identificadas y su capacidad
para formar biopelicula, asi como la sensibilidad de esta al antifingico fluconazol. Lo anterior a partir de

muestras de enjuague bucal de pacientes con VIH o SIDA.

7.2 Poblacidn de estudio y muestra de estudio

Para determinar el tamafio de muestra se considerd un estudio previo realizado en la ciudad de
Ensenada, donde se observé una prevalencia de 48% de portadores de Candida spp. Si se considera un
indice de confianza de 95% y un error del 5%, el tamafio minimo de muestra es de 95 pacientes por

ciudad.

| Z2pq®  (1.96)%((0.48)(0.52))%

E2 0.052 95

n = Tamano de la muestra

Z = Margen de seguridad (entre 95 y 100 %)

p = Probabilidad pertinente del hecho que se investiga (0.5)

g = Probabilidad no pertinente frente al hecho a investigar (0.5)

E’=5 % margen de error (entre 5y 10 %)
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El presente trabajo fue conducido durante un periodo de cuatro afios. Para su realizacién fue obtenida la
aprobacion del Comité de Bioética del Hospital Militar de la Cd. De Ensenada B.C. Se incluyeron 297
adultos de ambos sexos, con diagndstico de ser portadores de VIH o SIDA; 98 de Tijuana, 99 de Mexicaliy
100 de Ensenada. El muestreo se realizd en pacientes con VIH/SIDA del programa estatal de Baja
California, México de VIH/SIDA que acudieron a la consulta externa del Hospital General en la ciudad de
Mexicali y al Centro Ambulatorio para la Prevencion y Atencidn en SIDA e Infecciones de Transmisidn
Sexual (CAPASITS) en las ciudades de Ensenada y Tijuana, Baja California, México. A todos los pacientes
se les invitd a participar libremente y se les pidid su consentimiento informado a través de una carta para
participar de manera voluntaria en el presente estudio. Con relacién a los procedimientos de toma de

muestra e interrogatorio, todos los pacientes invitados accedieron a participar.

7.3 Variables en estudio

Las variables a estudiar fueron con relacién al paciente (hospedero) y a los microorganismos aislados en
los enjuagues bucales. A los pacientes incluidos se les levantd un cuestionario previamente validado para
obtener informacion sobre las variables: edad, grado de escolaridad, lugar de origen, hdbitos de higiene
bucal, tabaquismo, alcoholismo, tiempo de diagndstico de VIH/SIDA, tratamiento antirretroviral,
estancias intrahospitalarias, conteo de linfocitos T CD4, carga viral, infecciones previas por Candida,
tratamiento antifungico, presencia y tipo de lesiones orales. En el caso de los microorganismos aislados,
se identificaron las especies del género Candida, la sensibilidad relacionada a cinco farmacos azdlicos y
dos polienos, y la capacidad de formar biopeliculas de las cepas identificadas. Una ultima variable fue la

sensibilidad al farmaco fluconazol en aquellas levaduras aisladas con capacidad de formar biopelicula.

7.4 Analisis Estadistico

Para medir las diferencias entre medias y porcentajes de las variables continuas se utilizé la prueba T de
. . . s . 2 . s
Student. Las diferencias entre las variables categodricas fueron evaluadas con la prueba y°. Se consideré

un nivel de confianza del 95 % (p<0.05) como estadisticamente significativo.
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7.5 Procesamiento de la muestra de enjuague bucal

A todos los pacientes se les tomd una muestra de enjuague bucal con 10 ml de suero fisioldgico
colectado en vasos para andlisis clinico. Después de la colecta las muestras fueron transportadas
directamente al laboratorio de microbiologia en el CICESE en un periodo no mayor a 12 h. Los cultivos se
realizaron a partir del concentrado obtenido por centrifugacién de la muestra de enjuague bucal.
Posteriormente se realizaron diluciones para sembrar en cajas de Petri con medio YPG agar (Extracto de
levadura 2%, peptona 2%, glucosa 2% y agar 1.5%) y estos indculos primarios se incubaron a 37°C
durante 72 h para la bisqueda de colonias de levaduras. De las cajas con colonias putativas se realizaron
aislamientos secundarios en medio YPG agar con cloranfenicol. De las colonias obtenidas en el
aislamiento secundario se hicieron reindculos de colonias individuales (cultivos monoespecificos) en
medio YPG agar para el posterior almacenamiento a -20C (cultivos con glicerol al 30 %). Asi mismo, se
hicieron cultivos monoespecificos en YPG liquido y se incubaron a 37°C en agitacién continua a 180 rpm
por 24 horas, para proceder con la extraccion de ADN gendmico (protocolo modificado por Hoffman
2001). En aquellas muestras de enjuague bucal donde no se observo crecimiento en el medio de cultivo,
se realizd una extraccion de ADN gendmico de todo el consorcio microbiano de la muestra directa, para

descartar la presencia de levaduras a través de técnicas moleculares.

7.6 Identificacion molecular de los aislados microbiolégicos

7.6.1 Extraccion de ADN genémico

Primeramente se precipitd el contenido celular de 1ml de cultivo en fase estacionaria (DO de 0.1gcA),
centrifugando a 5000 rpm durante 3 minutos. Se decantd el paquete celular y se resuspendidé en 500 pl
de agua estéril, se volvid a centrifugar a 5000 rpm durante 3 minutos y se decanté el sobrenadante.
Posteriormente se resuspendio el paquete celular con 200 ul de buffer de lisis (2% Triton X-100, 1% SDS,
100 mM TrisHCI pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8), un volumen aproximado de 200 ul de
microperlas de vidrio y 200 pl de la solucién fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1, se calentd la
mezcla a bafio maria de 65°C por dos minutos y se mezclé por vértex durante 3 minutos. A continuacién
se agregaron 200 pl de buffer TE (ImM Tris-HCL pH 7.4, 10 mM EDTA pH 8), se mezcld por inversion y se
centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos. La capa superficial se transfirié a otro tubo eppendorf de 1.5

ml y se mezcld por inversién con 1 ml de etanol al 70% (frio), se centrifugd a 14,000 rpm durante 5
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minutos y se decanté el sobrenadante cuidando de no perder la pastilla (blanquecina). Para continuar, se
seco la pastilla al aire y se resuspendié en 400 ul de buffer TE con 1.5 pl de RNAsa (20mg/ml) y se incubd
la reaccidn a 37°C por 5 min. Finalmente, para precipitar el ADN se agregaron 10 pul de acetato de amonio
4mM y 1ml de etanol al 70 % (frio), se mezcld con cuidado y se dejoé reposar a -20°C por 20 min, después
se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min y se decanté el sobrenadante. Por ultimo, la pastilla se dejo
secar al aire unos 30 min y se resuspendié en 100 ul de buffer TE. Los tubos con ADN gendmico se
almacenaron a -20°C hasta ser utilizados. La obtencion de ADN gendmico se verificd a través de
electroforesis en geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio (EtBr) a 0.1ug/ml, que se observaron en

un transiluminador (BioRad) con luz UV y el software Quantity One.

7.6.2 Amplificacion de ADN

La identificacion de las levaduras se realizd a través de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism) basado en la amplificacidon por reaccidon en cadena de la

polimerasa de la region ribosomal ITS1 a ITS4 (Internal Transcribed Spacer 1y 4) (White, 1990)

7.6.3 Oligonucledtidos

Para la reaccion de amplificacion se utilizaron los oligonucledtidos universales ITS1 (5 CCAGCGCTT
AATTGCG 3’) e ITS4 (5'TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) disefiado por White y colaboradores (1990), que
amplifican la region ITS. Como se observa en la Figura 1, la regidn ITS comprende el ITS1, que codifica el
ARN 5.8Sy el ITS2. La regidn ITS contiene zonas conservadas que permiten la identificacién de los hongos
a nivel de género y ademas incluye regiones hipervariables que nos permiten diferenciar a nivel de

especie, ya sea a través de la secuencia y/o el tamafio del fragmento amplificado.
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Figura 1. Esquema de la regidn gendmica que codifica el ARN ribosomal. Se muestra en las barras anchas las
regiones que codifican al ARN ribosomal 18S, 5.8S y 28S, intercaladas por las barras delgadas que representan las
regiones internas espaciadoras transcritas 1 (ITS1) y 2 (ITS2). Con las flechas se representa el sitio donde se alinean
los oligonucledtidos ITS1 e ITS4.

7.6.4 Reacciones de PCR

Las reacciones de PCR se hicieron a un volumen final de 50 ul y contenian: 10 ul de buffer colorless 10X
(Promega), 5 ul de MgCl, (25mM) (Promega), 10 pl de dNTP (1mM), 4 ul de ADN gendmico (30 ng/ul
aprox.), 1 U de taqg polimerasa GoTaq flexi DNA Polymerase (Promega) y 20 ul de H,0 grado HPLC. Las
reacciones de amplificacion en el termociclador se realizaron bajo las siguientes condiciones: un ciclo de
desnaturalizacion a 94°C por 5’, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion (30" a 94°C), alineamiento (1’

a 55°C) y extension (1’ a 72°C), mas un ciclo de extensidn final por 10’ a 72°C.

Los productos obtenidos de las reacciones de amplificacién se analizaron a través de electroforesis en
geles de agarosa al 1% con EtBr a 0.1ug/ml, utilizando un marcador de peso molecular de 1 Kb (Promega)
como referencia para corroborar los tamafios de bandas esperados para cada especie, que se muestran
en la Tabla 5. Los geles se observaron con luz UV en un transiluminador (BioRad) y la captura de
imagenes se realizd con ayuda del software Quantity One y una camara Canon EOS Digital Rebel XT de 12

Megapixeles.

7.6.5 Determinacion de la especie del género Candida por PCR-RFLP

Finalmente los productos de amplificacion de la regién ITS1-5.85-ITS2 se sometieron a una digestion con
la enzima endonucleasa Mspl, que reconoce y corta el enlace fosfodiester entre dos citosinas seguidas

por dos guaninas en ambos sentidos. Como producto de tal reaccidn se generd un patron de bandas (en
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aquellas secuencias donde hay sitio de restriccion) distinto para cada especie del género Candida que se

enlista en la Tabla 5 (Mirhendi et al., 2006).

Para la reaccion de digestion enzimatica se utilizaron 35 ul del producto de PCR, 4 pl de buffer B 10X
(Promega), 0.4 pl de BSA 10 pg/ul (Promega) y 1 pl de la enzima de restriccion Mspl 10 U/ml (Promega).
La reaccion se incubd a 37°C durante 1.5 h siguiendo las recomendaciones de reaccion del fabricante y
posteriormente se analizo el patrén de bandas generado a través de una corrida electroforética (80 mV)
en gel de agarosa al 1.5% con EtBr a 0.1ug/ml. Los geles se observaron con luz UV en un transiluminador
(BioRad) y la captura de imagenes se realizé con ayuda del software Quantity One. Como control se
incluyeron las cepas de referencia: SC5314 (C. albicans), ATCC 96143 (C. parapsilosis), MYA 3904 (C.
tropicalis) y ATCC 2001 (C. glabrata).

Tabla 5. Tamaiio del producto de la reaccién de amplificacion con los oligonucledtidos ITS1 e ITS4, en las diferentes
especies del género Candida y tamafio de los fragmentos de digestion con la enzima Mspl, Tomado de Mirhendi et
al., 2006.

Especie del género Tamafio de banda Fragmentos generados por
Candida amplificacion ITS1-1TS4 (pb) digestion con Mspl (pb)
C. albicans 535 297, 238

C. glabrata 871 557,314

C. tropicalis 534 340, 184

C. parapsilosis 520 520

C. krusei 510 261, 249

C. guilliermondii 608 371, 155, 82

7.7 Determinacion de la sensibilidad a antiftingicos con el método de sensidiscos (Neo-

sensitabs IVD, Rosco Diagnostica).

La técnica con discos de difusidn esta basada en la guia de usuarios del método M44-A, técnica aprobada
por el Comité Nacional de Estandares de Laboratorios Clinicos (NCCLS por sus siglas en inglés) para medir

la sensibilidad de los farmacos antifungicos en levaduras.
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Para las pruebas de sensibilidad a antifungicos cada aislamiento se cultivd durante una noche en medio
YPG liquido a 37°C. A partir del cultivo en fase estacionaria se realizd un inoculo a una DO de 0.1 Y se
incubd en agitacién a 37°C hasta que el cultivo alcanzé una DO de 0.5¢¢ segun la escala de McFarland
(fase exponencial, 5 a 7 h aprox.). Una vez que el cultivo se encontré en esta densidad dptica, con un
hisopo estéril se cubrié la superficie de una placa Petri con agar Mueller- Hinton, suplementado con 2%
de glucosa y 0.5 pg/ml de azul de metileno. Posteriormente se dejo secar el indculo por 10 a 30 minutos
y se procedid a colocar los sensidiscos Neo-sensitabs con unas pinzas de diseccion sobre el agar. Los
discos de 9 mm utilizados, contenian las siguientes concentraciones minimas inhibitorias (CMI):
Miconazol 10 pg, Clotrimazol 10 pg, Ketoconazol 15 pg, ltraconazol 8 pg, Fluconazol 25 pg, Nistatina 50
ug vy Anfotericina B a una concentracion de 10 pg. Finalmente, los halos de inhibicién se analizaron en un
tiempo de 24 a 48 h midiendo la zona visible. Los experimentos se realizaron por triplicado y los criterios

de identificacidn antifungica fueron los sugeridos por el fabricante (IVD, Rosco Diagnostica).

Para determinar el halo de inhibiciéon de los antifingicos azdlicos se midié el didametro de la zona de
inhibicidon hasta las colonias que presentaron un tamafio homogéneo en el cultivo, ya que existe una
zona de crecimiento de colonias de tamafios variados parcialmente inhibidas que no son consideradas
colonias resistentes (guia Neo-sensitabs, por Rosco diagndstica). En cuanto a la determinacién del halo
de inhibicion de los polienos (Anfotericina B y Nistatina) se midid el diametro de la zona de inhibicién del
crecimiento y si se observaban colonias dentro de esta zona se consideraron cepas resistentes. De
acuerdo al NCCLS se han determinado los valores de referencia de las zonas de inhibicidon de diferentes
antifungicos y se agruparon en tres categorias: sensibles, respuesta intermedia y resistentes, Tabla 6. Se
realizaron los ensayos de resistencia a los antifungicos a las 181 cepas aisladas, por triplicado. Se
midieron los halos de inhibicién, se promediaron los datos y los resultados se clasificaron de acuerdo a

los valores de referencia.

Tabla 6. Valores de referencia del diametro (mm) de los halos de inhibicion de los antifingicos en los discos de
difusidn (sensidiscos).

Respuesta  Miconazol Clotrimazol Ketoconazol Itraconazol Fluconazol Nistatina Anf.B

Sensible =20 =20 =28 =23 =19 =15 =15

Intermedia 12319 12a19 21a27 14a22 15a18 10a 14 10a 14

Resistente =11 =11 =20 =13 =14 =10 =10
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7.8 Andlisis de la formacion de biopelicula

Para evaluar la formaciéon de biopeliculas se empled una modificacién al método descrito por Ramage
2005. A partir de un cultivo de 24 h de los aislamientos en Agar Dextrosa Sabouraud se realizaron
indculos en tubos con 20 ml de medio liquido YPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa) que se
incubaron a 30°C en agitacion orbital (100 rpm) durante 24 h. Posteriormente se hicieron dos diluciones
1:10 partiendo con 100 pl del cultivo en fase estacionaria en medio liquido (aproximadamente
equivalentes a 6 x 10® UFC/ml) resuspendidos en 900 pl de agua destilada. Después de la segunda
dilucion se tomaron 50 pul y 250 pl de agua destilada, con la finalidad de obtener una concentracion
celular aproximada a 1 x 10° UFC/ml. El volumen resultante (300 pl) se lavé dos veces con PBS 10 mM a
través de centrifugaciones a 3000 rpm durante un minuto, para finalmente decantar la pastilla y
resuspenderla en 300 pl de RPMI 1640. Para promover el desarrollo de las biopeliculas se afiadieron 100
pl de la suspension celular en los pocillos de placas de microtitulacién de poliestireno de fondo plano
(cada aislamiento por triplicado). El mismo procedimiento se realizé para analizar el efecto del fluconazol
a una concentracion de 8 pug/ml en el desarrollo de la biopelicula. Las placas control y las placas con
fluconazol se incubaron a 37°C por 48 h. Una vez cosechados los cultivos se procedié a evaluar la
formacidn de la biopelicula con el ensayo de reduccién de sales de 2,3-bis-2H-tetrazolio-5-carboxanilida

y Menadiona (XTT-Menadiona).

Primeramente se prepard una solucion de XTT en PBS-Dextrosa (0.5 g/L) filtrada en papel de poro 0.22
UM que se almacend a -70°C. Para cada ensayo se descongeld una alicuota de XTT y se le agregd
Menadiona 10 mM diluida previamente en acetona. Posteriormente se lavaron las placas tres veces con
PBS 10mM para eliminar las células no adheridas y a cada pocillo se le afiadié 100 ul de la solucion XTT-
Menadiona. Las placas se incubaron en oscuridad a 37°C durante 2 h y posteriormente se retird el
sobrenadante para realizar la lectura de DO en el espectrofotdmetro a 490 nm de longitud de onda. Se
consideraron cepas formadoras de biopelicula aquellas que presentaron una DO > 0.200, una vez restada

la DO del pocillo de control de esterilidad (sélo con XTT-Menadiona).
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Capitulo 8. Resultados

8.1 Datos generales

Se estudiaron 297 adultos de ambos sexos, con diagndstico de ser portadores de VIH o SIDA, 98 de
Tijuana, 99 de Mexicali y 100 de Ensenada, Baja california. De los 297 pacientes muestreados en este
trabajo, se obtuvieron 81 aislamientos a partir de los enjuagues bucales colectados en la ciudad de
Tijuana, 46 en la ciudad de Mexicali y 54 en la ciudad de Ensenada B.C. El promedio general de edad fue
de 39.9 + 10.3 (media *+ desviacion estandar) afos, 41.0 + 9.2 afios para Tijuana, 37.8 + 10.5 afios para
Mexicali y 40.8 + 10.9 afios para Ensenada. En todas las ciudades cerca del 25% eran mujeres y el resto
hombres. Del total de sujetos estudiados, el 57.4 % (170 pacientes) estaban colonizados o infectados por

alguna especie de Candida u otra levadura.

8.2 Determinacion de la distribucion y frecuencia de especies del género Candida en las

muestras bucales de pacientes con VIH/SIDA.

En la Tabla 7 se presenta el nimero de casos portadores de Candida por sexo y con respecto a cada
ciudad estudiada. En las ciudades de Mexicali y Ensenada no se observaron diferencias en la proporcion
de mujeres portadoras de cepas de Candida (45.8 % y 47.8 %, respectivamente) y no portadoras (54.2 %
y 52.2 %, respectivamente), como tampoco se observaron diferencias en la proporciéon entre hombres
portadores de cepas de Candida (45.3 % y 51.9 %, respectivamente) y no portadores (54.7 % y 48.1 %,
respectivamente). Sin embargo, en la ciudad de Tijuana se observé mayor proporcién de mujeres
portadoras de cepas de Candida que no portadoras (84 % y 16 %, respectivamente), como también una
diferencia entre hombres portadores de cepas de Candida (72.6 %) y hombres no portadores (27.4 %).
En general, en Tijuana se observd un porcentaje significativamente mayor de portadores de Candida con
un 75.5% (74 pacientes) (p=0.00004), en segundo lugar Ensenada con un 51 % (51 pacientes) y al final
Mexicali con un 45.5 % (45 pacientes). Practicamente la mitad de los pacientes con VIH/SIDA

muestreados fueron portadores de levaduras de Candida, indistintamente del sexo.
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Tabla 7. Distribucion por ciudad y sexo de pacientes con VIH/SIDA con cultivos positivos y negativos para levaduras
del género Candida.

Portadores de Candida
Mujeres Hombres
Si No Si No

Ciudad No. % No. % n No. % No. % No. % No. %
Tijuana 74 *755 24 245 98 21 840 4 16.0 53 726 20 27.4
Mexicali 45 455 54 545 99 11 458 13 542 34 453 41 547
Ensenada 51 51.0 49 490 100 11 478 12 522 40 519 37 481
Total 170 57.4 126 426 29 43 60.6 28 39.4 127 564 98 436

Si No

*Hubo diferencias estadisticamente significativa (p<0.05) en el nimero de portadores por ciudad.

8.3 Identificacion molecular a través de PCR-RFLP de las cepas aisladas en las muestras de

enjuague bucal.

En total se obtuvieron 181 cepas de Candida, de éstas el 71.8 % (130 cepas) fueron C. albicans, y el 28.2
% (51 cepas) fueron especies no-albicans. La especie no-albicans mas frecuente fue C. tropicalis que
representé el 12.2 % (22 cepas) de los aislados y en segundo lugar C. glabrata con 8.8 % (16 cepas),
seguida por C. parapsilosis con 2.8 % (5 cepas), C. krusei con 1.7% (3 cepas) y C. guilliermondii con 1.7 %

(3 cepas). En el 1.1 % (2 cepas) de los aislados, no se logré identificar el género ni la especie, Figura 2.

m C. albicans

m C. glabrata

m C. tropicalis

m C. parapsilosis
uC. krusei

u C. guilliermondii

='spp

Figura 2. Distribucién de las especies del género Candida en los aislamientos de pacientes con VIH/SIDA en la
totalidad del muestreo.
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En la Figura 3(A) se muestra un gel de corrida electroforética con los productos de PCR a partir del ADN
gendmico de algunos de los aislamientos. En los recuadros rojos se indica el producto de amplificacion
de la especie C. glabrata de 871 pb, mientras que en la Figura 3(B) se muestran los productos de
digestidn con la enzima Mspl a partir de los fragmentos previamente amplificados, en éstos se corroboré
la presencia de la especie C. glabrata (sefialada en los recuadros rojos) y se identificd la especie C.
albicans seiialada en los recuadros amarillos. Asi mismo se identificé la especie C. parapsilosis seiialada

en el recuadro azul.

38 39 40 42 44 46 49 50 56 61
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Figura 3. Electroforesis en geles de agarosa al 1% de los ensayos de PCR-RFLP de aislamientos obtenidos de
pacientes con VIH-SIDA. (A) Productos de amplificacidén con los oligonucledtidos ITS1 e ITS4, donde se distinguen
bandas de aproximadamente 870 pb que corresponden a la especie C. glabrata, seialada en los recuadros en rojo.
(B) Productos de digestion con la enzima Mspl. Los recuadros en amarillo muestran el patron de bandas que
representa a la especia C. albicans (una banda de 297 pb y otra de 238 pb), en rojo se observa el patrén de
digestion para la especie C. glabrata (una banda de 557 pb y otra de 314 pb) y el recuadro en azul corresponde a la
especie C. parapsilosis (una banda de 520 pb).

400 pb —>
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En la Figura 4 se muestran otras corridas electroforéticas del ensayo de PCR-RFLP. Particularmente en la
Figura 4(A) se presentan los productos de las reacciones de PCR entre los cuales no se observaron
diferencias aparentes en el tamafio de las bandas. Sin embargo, en la Figura 4(B) a través del patrén de

bandas identificamos las especies C. tropicalis (recuadros rojos) y C. krusei (recuadros amarillos).

A
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Figura 4. Electroforesis en geles de agarosa al 1% de los ensayos de PCR-RFLP de aislamientos obtenidos de
pacientes con VIH-SIDA. (A) Productos de amplificacion con los oligonucledtidos ITS1 e ITS4. (B) Productos de
digestidon con la enzima Mspl. Los recuadros en rojo muestran el patron de bandas que representa a la especia C.
tropicalis (con una banda de 340 pb y otra de 184 pb) y en amarillo se identifica a la especie C. krusei (con una
banda de 261 pb y otra de 249 pb) que se aprecian del mismo tamafio.

Finalmente en la Figura 5 se muestra una de las corridas electroforéticas del ensayo de PCR-RFLP donde

se identifico la especie C. guilliermondii, representada con tres bandas (recuadro amarillo).

MPM 61 62 63 64 72 75 76

300 pb

100 pb

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ensayo de PCR-RFLP. Se muestran los patrones de digestion con
la enzima Mspl, de los productos de amplificacion con los oligonucledtidos ITS 1 e ITS 4. El recuadro en amarillo
muestra el patron de bandas que representa a la especie C. guilliermondii, identificada con una banda de 371 pb,
otra de 155 pb y una ultima de 72 pb.
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Por ciudad, se observé que en Ensenada hubo un porcentaje mayor de aislamientos de C. albicans con
respecto a las otras ciudades (p=0.004). Mexicali represento la ciudad con mayor diversidad de especies
de Candida y fue la Unica ciudad donde se aislaron seis diferentes especies, mientras que en Tijuana sélo
se aislaron cuatro. Sin embargo, Tijuana fue la ciudad en la que se encontrd la mayor frecuencia de
especies de C. no-albicans, principalmente de C. tropicalis y C. glabrata (Tabla 8). De los 170 pacientes
con cultivos positivos se encontrd que el 93.5 % (159 pacientes) eran portadores de una sola cepa de
Candida y el 6.5 % (11 pacientes) tenian dos cepas cohabitando la cavidad oral. La asociacién mas
frecuente fue C. albicans + C. glabrata en 5 de los 11 pacientes, es decir, practicamente la mitad de los
pacientes portadores de dos especies. Las asociaciones C. albicans + C. tropicalis y C. glabrata + C.
tropicalis se presentaron en dos pacientes cada una, mientras que C. albicans + C. parapsilosis y C.

albicans + C. guilliermondii sélo se observaron en un paciente cada una (Tabla 8).

Tabla 8. Distribucion de pacientes con VIH/SIDA en las ciudades de Tijuana, Mexicali y Ensenada, de acuerdo a las
especies del género Candida aisladas de los lavados bucales.

Tijuana Mexicali Ensenada Total

Especies de Candida No. % No. % No. % No. %

C. albicans 46 622 32 711 43 *843 121 71.2
C. glabrata 5 6.7 3 6.7 1 1.9 9 53
C. tropicalis 15 20.3 2 4.4 1 1.9 18 10.6
C. parapsilosis - 3 6.7 1 1.9 4 2.3
C. krusei 1 1.3 2 4.4 3 1.8
C. guilliermondii 1 2.2 1 1.9 2 1.2
C. spp 1 22 1 1.9 2 1.2
C. albicans + C. glabrata 3 4.0 1 2.2 1 1.9 5 2.9
C. albicans + C. tropicalis 2 2.7 2 1.2
C. glabrata + C. tropicalis 2 2.7 2 1.2
C. albicans + C. parapsilosis 1 1.9 1 0.6
C. albicans + C. guilliermondii 1 1.9 1 0.6
Total 74 100.0 45 100.0 51 100.0 170 100.0

*Hubo diferencias estadisticamente significativa (p<0.05) de los portadores de C. albicans en Ensenada.

8.4 Distribucion de las especies del género Candida aisladas, de acuerdo a variables

sociodemogrificas y clinicas de los pacientes con VIH/SIDA.

En la Tabla 9 se muestra la frecuencia absoluta y relativa de la distribucion de portadores de levaduras
del género Candida por ciudad de acuerdo a las variables; uso de terapia antirretroviral, carga viral,
conteo de linfocitos T CD4 y tiempo desde el diagndstico. EI 80.8% (240 pacientes) se encontraban en
estadios diferentes de la enfermedad pero no habian desarrollado SIDA, sélo el 19.2% (57 pacientes)

estaban en esta etapa.
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Tabla 9. Distribucion de pacientes con VIH/SIDA en las ciudades de Tijuana, Mexicali y Ensenada de acuerdo a
variables del control de la enfermedad como terapia antirretroviral, carga viral, niveles de linfocitos T CD4 y tiempo
desde el diagndstico de VIH/SIDA.

Ciudad

Terapia Tijuana Mexicali Ensenada Total
Antirretroviral No. % No. % No. % No. %
Con

Portadores 68 77.3 34 459 46 535 148 59.7

No portadores 20 22.7 40 541 40 46.5 100 40.3
Sin

Portadores 6 60.0 10 43.5 5 38.5 21 45.7

No portadores 4 40.0 13 56.5 8 61.5 25 54.3
Carga Viral*
No detectable

Portadores 28 84.8 23 418 35 479 86 534

No portadores 5 15.2 32 582 38 521 75 46.6
50-5,000

Portadores 37 72.5 8 44.4 8 61.5 53 64.6

No portadores 14 27.5 10 55.6 5 38.5 29 354
5,000-100,000

Portadores 8 66.7 3 27.3 3 37.5 14 45.2

No portadores 4 33.3 8 72.7 5 62.5 17 54.8
>100,000

Portadores 1 50.0 7 87.5 5 100.0 13 86.7

No portadores 1 50.0 1 12.5 0 0.0 2 23.3
Linfocitos T CD4
>200

Portadores 7 63.6 12 414 11 64.7 30 52.6

No portadores 4 36.4 17 58.6 6 35.3 27 47.4
200-500

Portadores 38 76.0 18 45,0 24 50.0 80 58.0

No portadores 12 24.0 22 55.0 24 50.0 58 42.0
>500

Portadores 29 78.4 12 50.0 16 47.1 57 60.0

No portadores 8 21.6 12 50.0 18 529 38 40.0
Tiempo del Dx
<1 aio

Portadores 14 70.0 15 536 10 58.8 39 60.0

No portadores 6 30.0 13 46.4 7 41.2 26 40.0
1-5 aiios

Portadores 29 80.6 24 49.0 24 49.0 77 57.0

No portadores 7 394 26 51,0 25 51.0 58 43.0
>5 aios

Portadores 31 73.8 14 412 17 51.5 54 56.8

No portadores 11 26.2 20 58.8 16 485 41 43.2

*Diferencia estadisticamente significativa p<0.05
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En cuanto a la distribucion de pacientes con VIH/SIDA portadores de levaduras del género Candida y su
relacidon con el uso de terapia antiretroviral se encontré que; en la ciudad de Tijuana el 77.3 % de los
pacientes bajo terapia antiretroviral fueron portadores de cepas del género Candida, mientras que un
60 % que no se encontraban bajo terapia antiretroviral también portaron levaduras; el caso de la ciudad
de Mexicali, un 34% de los pacientes con terapia antiretroviral fueron portadores de levaduras y entre
los pacientes sin terapia antiretroviral sélo el 10%. Finalmente en la ciudad de Ensenada un 53.5 % de los
pacientes con terapia antiretroviral presentaron levaduras de Candida y un 38.5 % de los pacientes sin
terapia antiretroviral también presentaron levaduras del género. Si consideramos el total de pacientes
muestreados observamos que el 59.7% de los pacientes con terapia antiretroviral portaron levaduras y el
45.7 % de los pacientes sin terapia antiretroviral también fueron portadores de levaduras de Candida, en
el anadlisis estadistico no se observd una diferencia significativa (p<0.05) en el porcentaje de pacientes
gue fueron portadores de levaduras del género Candida con relacion al uso de terapia antiretroviral,

Tabla 9.

Con respecto a la distribucidén de pacientes con VIH/SIDA portadores de levaduras del género Candida y
el conteo en la carga viral, esta ultima analizada bajo los criterios de: no detectable, de 50 a 5,000 copias,
de 5,000 a 100,00 copias y mas de 100,000 copias. Se encontré que en la ciudad de Tijuana el porcentaje
de pacientes con VIH/SIDA portadores de levaduras con relacion a estos criterios fue de 84.8 %, 72.5 %,
66.7 % y 50 % respectivamente; en la ciudad de Mexicali 41.8 %, 44.4 %, 273 % y 87.5 %
respectivamente y por ultimo, en la ciudad de Ensenada de 47.9 %, 61.5 %, 37.5 % y 100 %
respectivamente. En el total de los pacientes con VIH/SIDA muestreados fueron portadores de levaduras
del género Candida de manera significativa, aquellos pacientes que presentaron un alto conteo en la

carga viral, con mas de 100,00 copias, Figura 6.
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Figura 6. Distribucién de pacientes con VIH/SIDA portadores y no portadores de levaduras del género Candida en
las ciudades de Tijuana, Mexicali y Ensenada, con relacién a la cantidad en unidades de carga viral.

Al analizar la distribucion de los pacientes con VIH/SIDA portadores y no portadores de levaduras del
género Candida en funcién del conteo de linfocitos TCD4 (cel/mm?®) bajo los criterios de: <200 cel/mm?,
de 200 a 500 cel/mm?y >500 cel/mm?, en la ciudad de Tijuana los porcentajes de pacientes con VIH/SIDA
portadores de cepas del género Candida con relacion a los criterios antes mencionados en el conteo de
linfocitos TCD4 fueron; de 63.6 %, 76 % y 78.4 % respectivamente, en la ciudad de Mexicali de 41.4 %,
45 % y 50 % respectivamente, y en la ciudad de Ensenada fueron el 64.7 %, 50 % y 47.1 %
respectivamente. En el total de los pacientes muestreados en las tres ciudades no se observd una
diferencia significativa en la distribucion de los pacientes con VIH/SIDA portadores de levaduras bajo los

criterios mencionados con relacién al conteo de linfocitos TCD4, Tabla 9.

El tiempo de diagndstico de SIDA tampoco fue una situacion que marcara una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) en la distribucién de los pacientes con VIH/SIDA portadores de
levaduras del género Candida. En el total de pacientes muestreados no se observaron diferencias entre
aquellos que tenian menos de un afio de diagnéstico de SIDA (60 %) en comparacién con aquellos que

tenian de uno a cinco afios (57 %) o mas de cinco afios (56.8 %), Tabla 9.
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Como se muestra en la Tabla 10, la distribucién de pacientes con VIH/SIDA portadores de cepas del
género Candida de acuerdo al habito de fumar no presentd diferencias significativas (p=0.05), entre los
criterios de no fumador, fumador y ex fumador, es decir, en ninguna de las situaciones se observé mayor
proporcién de pacientes portadores de levaduras de Candida, tampoco se observaron diferencias entre
las ciudades muestreadas ni en el total de las muestras. Sélo en la ciudad de Tijuana se observé una
diferencia marcada entre el porcentaje de pacientes con VIH/SIDA portadores de levaduras de Candida y

los no portadores, pero tal situacidn fue independiente del habito de fumar.

Tabla 10. Distribucidén de pacientes con VIH/SIDA en las ciudades de Tijuana, Mexicali y Ensenada de acuerdo al
habito de fumar y consumir bebidas alcohdlicas.

Ciudad
Habito de Fumar Tijuana Mexicali Ensenada Total
Noo. % No. % No. % No. %

No fumador

Portadores 22 759 20 606 23 523 65 613

No portadores 7 241 13 394 21 47.7 41 387
Fumador

Portadores 27 750 6 286 12 429 45 529

No portadores 9 250 15 714 16 571 40 471
Exfumador

Portadores 25 758 19 422 16 593 60 57.1

No portadores 8 242 26 578 11 40.7 45 429
Consumo de alcohol
Si

Portadores 29 829 24 571 20 426 73 589

No portadores 6 171 18 429 27 574 51 411
No

Portadores 45 714 21 368 30 588 96 56.8

No portadores 18 286 36 632 21 412 73 432

En el caso de la distribucidon de pacientes con VIH/SIDA portadores de cepas del género Candida de
acuerdo al habito de consumir alcohol tampoco se observaron diferencias significativas en el total de las
muestras aisladas; sin embargo, el analisis por ciudad reveld que en la ciudad de Mexicali si hubo una
diferencia significativa (p=0.05), entre los pacientes con VIH/SIDA portadores de levaduras que

consumian alcohol (57.1 %) comparado con los pacientes que no consumian alcohol (36.8 %), Figura 7.
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Figura 7. Distribucion de pacientes con VIH/SIDA portadores y no portadores de levaduras del género Candida en
las ciudades de Tijuana, Mexicali y Ensenada de acuerdo al habito de consumir alcohol.

8.5 Pruebas de sensibilidad a los antifiingicos

En el total de las cepas aisladas se observd que ante los antifungicos azdlicos (Miconazol, Clotrimazol,
Ketoconazol, Itraconazol y Fluconazol) el 87.4 % de las cepas mostraron sensibilidad, un 8.6 % respuesta
intermedia y un 3.9 % fenotipo de resistencia. En el caso de la respuesta ante los antifingicos polienos
probados (Nistatina y Anfotericina B) se observé un mayor porcentaje de sensibilidad (97.7 %) y menores
porcentajes de respuesta intermedia (0.5%) y fenotipo de resistencia (1.7 %), en comparacién con las

respuestas a los antiflngicos azdlicos, Figura 8.

Las cepas aisladas en las tres ciudades mostraron mayor sensibilidad a los fdrmacos polienos, como se
observa en la Figura 9. En la ciudad de Tijuana, el 96.3 % de las cepas mostraron sensibilidad, en Mexicali
un 97.8 % y en Ensenada el 100% de las cepas mostraron este fenotipo. Mientras que la sensibilidad ante
los farmacos azodlicos fue de 90.7%, 88.6 % y 81.8 % respectivamente. Por otra parte, entre las cepas
aisladas en las tres ciudades se presentaron mas casos con fenotipo de respuesta intermedia y

resistencia ante los farmacos azdlicos en comparacién con los polienos.



51

120 -+
100 - m Sensibilidad
m Respuesta intermedia
80 - . .
X = Resistencia
Q
)
S 60 -
2
o
a
40 -
20 -
0 .

Azoles Polienos
Antifungicos

Figura 8. Distribucion del total de las cepas aisladas (181) con relacion a la respuesta a los farmacos antifungicos
agrupados por modo de accidn (azoles y polienos).
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Figura 9. Distribucion de las cepas aisladas en cada ciudad muestreada (Tijuana, Mexicali y Ensenada), en cuanto a
la respuesta a los antifiingicos azoles y polienos probados.
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Con respecto a la respuesta intermedia, en las cepas aisladas de la ciudad de Tijuana se observé un 5.4
%, en Mexicali 3.4 % y en Ensenada 6.2 % de casos con respuesta intermedia ante los azoles, mientras
que respuesta intermedia ante los polienos sélo se observé en un 1% de las cepas en la ciudad de
Mexicali y ningln caso en las ciudades de Tijuana y Ensenada. En el caso del fenotipo de resistencia ante
azoles se presentd en un 1.8 % de los cepas de Mexicali, un 2.5 % en Tijuana y un 3.4 % en Ensenada,
mientras que el fenotipo de resistencia ante polienos sélo se observé en la ciudad de Tijuana en un 3.7 %

de las cepas, Figura 9.

Los mayores porcentajes de sensibilidad se observaron ante los farmacos nistatina y anfotericina B
(polienos) con el mismo porcentaje de respuesta (97.7%), mientras que los mayores indices de respuesta
intermedia se observaron en las respuestas ante fluconazol y clotrimazol, 21.8% y 8.9% respectivamente,
Figura 10. Por otra parte, los mayores indices de fenotipo de resistencia se observaron ante los farmacos
miconazol con un 7.3% e itraconazol con un 5.6% del total de las cepas aisladas. Cabe destacar que la
distribucion de los fenotipos de respuesta ante los diferentes antifungicos azélicos fue particular para
cada antifungico, mientras que la distribucidon de los fenotipos de respuesta entre los dos farmacos

polienos probados tuvo el mismo patron.
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B
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Figura 10. Distribucién de la respuesta a los antifungicos azoles y polienos en el total de las cepas aisladas en los
pacientes con VIH/SIDA.
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En la Figura 11 se muestran los ejemplos de tres ensayos con los discos de difusion, donde podemos
distinguir las respuestas de sensibilidad, respuesta intermedia y resistencia, con relacién a las medidas
en los didmetros de cada halo de inhibicidn. El ensayo de la cepa en la Figura 11 (A), revela que fue
sensible a todos los antiflingicos probados. Con el ejemplo de la Figura 11 (B) podemos distinguir un
tipico caso de respuesta intermedia, asi fue el fenotipo de esta cepa ante fluconazol. Finalmente, la cepa

en la Figura 11 (C) presenté resistencia ante los polienos nistatina y anfotericina B.

Figura 11. Ensayos de difusidon de antifingicos con discos Neo-Sensitab. Las leyendas en los discos de difusion
corresponden a: AMPH= Anfotericina B, ITRAC= Itraconazol, NYSTA= Nistatina, FLUCZ= Fluconazol, MICOZ=
Miconazol, KETOC= Ketoconazol y CTRIM= Clotrimazol. La flecha roja indica resistencia, la flecha amarilla respuesta
intermedia y la azul sensibilidad. (A) Cepa de C. albicans sensible a todos los antifiingicos. (B) Cepa de C. tropicalis
resistente a itraconazol y miconazol, respuesta intermedia a fluconazol y sensible a anfotericina B, nistatina y
ketoconazol. (C) Cepa de C. krusei resistente a anfotericina B y nistatina, y sensible a itraconazol, fluconazol,
miconazol, ketoconazol y clotrimazol.
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Durante este anadlisis se consideré la respuesta intermedia como resistencia disminuida dado que
representa una disminucion del efecto del farmaco, ya sea porque la dosis es insuficiente o porque no
hay una respuesta completa de sensibilidad. La respuesta intermedia a un farmaco tiene alta
probabilidad de representar una falla terapéutica in vivo, por ello se contabilizaron los casos de
respuesta intermedia (resistencia disminuida) como resistentes (Due et al., 2006). En la Figura 12 se
muestra la distribucion de los fenotipos de sensibilidad y resistencia ante los diferentes antifingicos
probados en el total de las cepas aisladas. Con este nuevo criterio de clasificacidon se continud
observando que los mayores indices de sensibilidad se presentaron ante los farmacos polienos (nistatina
y anfotericina B) y al ketoconazol, con porcentajes de 97.7% y 96.1%, respectivamente, mientras que los
fenotipos de resistencia se observaron principalmente ante fluconazol y miconazol en un 25.7 %y 12.3 %

de las cepas aisladas.
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Figura 12. Distribucion del fenotipo de sensibilidad y de resistencia a los antifiingicos azoles y polienos en el total
de las cepas aisladas en los pacientes con VIH.

La Figura 13 muestra la distribucién de las respuestas de sensibilidad y resistencia a los farmacos
utilizados clasificados en: imidazoles (miconazol, clotrimazol y ketoconazol), triazoles (itraconazol y
fluconazol) y polienos (nistatina y anfotericina B). Bajo este criterio de clasificacidon se observd que entre

los farmacos azélicos las cepas aisladas presentaron mayor fenotipo de sensibilidad ante los imidazoles
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en un 91.4 % de los casos, mientras que la sensibilidad ante los farmacos triazoles fue de 81.6 %, sin
embargo, el mayor fenotipo de sensibilidad se continud observando ante los fdrmacos polienos, en un
97.8 % de las cepas aisladas. Asi mismo, se observé un mayor porcentaje del fenotipo de resistencia ante
los farmacos triazoles, seguido de imidazoles y por ultimo polienos en un 18.4 %, 8.6 % y 2.2 % de las

cepas aisladas, respectivamente.
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Figura 13. Distribucion del fenotipo de sensibilidad y de resistencia a los antifungicos probados, agrupados en;
Imidazoles (ketoconazol, miconazol y clotrimazol), Triazoles (fluconazol e itraconazol) y Polienos (nistatina y
anfotericina B), en el total de las cepas aisladas en los pacientes con VIH/SIDA.

Por otra parte, se cuantifico el porcentaje de cepas que presentaron fenotipo de resistencia a uno, dos,
tres, cuatro y hasta cinco antifungicos sucesivamente, Figura 14. Considerando los 7 antifiingicos
probados (cinco tipos de azoles y dos tipos de polienos) se observé que un 18.4 % de las cepas mostré
resistencia a un antifungico, 7.8 % a dos, 3.9 % a tres, 3.4 % a cuatro y 2.2 % a cinco antifungicos
simultdneamente, Figura 14 (A). En la Figura 14 (B) se muestran los porcentajes de resistencia sélo ante
los farmacos azoles, se observé que el 19.3 % de las cepas fueron resistentes a un tipo de azol, el 7.2 % a
dos, el 3.9 % a tres, el 2.2 % a cuatro y el 2.2 % a los cinco azoles. Es decir, una de cada cinco cepas fue

resistente al menos a un farmaco azdlico entre los siete azoles mas utilizados en la practica clinica.
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Figura 14. Porcentaje de cepas que presentaron fenotipo de resistencia ante uno, dos, tres, cuatro y hasta cinco
antiflingicos simultdneamente, A. Considerando los siete antifiingicos probados (cinco azoles y dos polienos) y B.
Considerando sélo los cinco farmacos azoles.

8.6 Especies de Candida y sensibilidad a los antifiingicos

El total de cepas aisladas (181) estuvo representado en un 71.8 % por especies de C. albicans y un 28.8 %
por especies de C. no-albicans. En este grupo de cepas se observé que ante los farmacos azoles el mayor

porcentaje en fenotipos de resistencia lo presentaron las cepas de C. no-albicans en un 66.6%
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comparado con un 22.3 % que presentaron las cepas de C. albicans, mientras que ante polienos los
fenotipos de resistencia fueron bajos en ambos grupos de cepas, 0.6 % y 0.8 % respectivamente, Figura
15.
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Figura 15. Porcentaje de cepas que presentaron fenotipo de sensibilidad (S) y resistencia (R) ante los dos tipos de
antifungicos probados (azoles y polienos) entre todas las cepas aisladas del género C. albicans y C. no-albicans, en
los pacientes con VIH.

El mismo analisis por ciudad, Figura 16, reveldé que en la ciudad de Tijuana las cepas de C. albicans
presentaron un bajo porcentaje de fenotipos de resistencia ante los farmacos azoles (3.9 %) y ningun
caso de resistencia ante los polienos (0 %), mientras que el 60% de los aislados C. no-albicans mostraron
fenotipo de resistencia ante los azoles y un 10 % de resistencia ante los polienos. En la ciudad de
Mexicali las cepas de C. albicans presentaron mayores porcentajes en los fenotipos de resistencia ante
azoles (18.2%) y polienos (3%), en comparacion a las cepas de la misma especie aisladas en la ciudad de
Tijuana. Mientras que en las cepas C. no-albicans aisladas en esta ciudad el 61.5 % mostraron resistencia
ante los azoles y no se observo algun caso de resistencia ante los polienos. Finalmente, en los aislados
de C. albicans de la ciudad de Ensenada se encontrd un 45.7 % de cepas resistentes ante los farmacos

azoles y ninguin caso de resistencia ante los polienos.
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Figura 16. Porcentaje de cepas que presentaron fenotipo de sensibilidad (S) y resistencia (R) ante los dos tipos de

antiflingicos probados (azoles y polienos) entre las cepas aisladas del género C. albicans y C. no-albicans, en cada
ciudad muestreada.

Como se muestra en los datos de la Tabla 11, en la distribuciéon de los fenotipos de sensibilidad y
resistencia en cada uno de los farmacos utilizados, entre las cepas aisladas del género C. albicans y C. no-
albicans, ninguna cepa de C. albicans presentd fenotipo de resistencia ante el farmaco ketoconazol, sin
embargo, el 0.8 % de las cepas presentaron fenotipos de resistencia ante clotrimazol, nistatina y
anfotericina B, el 2.3 % ante itraconazol, el 3.8 % ante miconazol y el 22.3 % de las cepas presentaron
fenotipo de resistencia ante fluconazol. En el caso de los aislamientos C. no-albicans el mayor porcentaje
de fenotipos de resistencia fue ante fluconazol en un 40 % de las cepas, seguido de miconazol e
itraconazol en un 34 %, clotrimazol en un 32 %, ketoconazol en un 14 % y nistatina y anfotericina B en un

6% de las cepas.



59

Tabla 11. Susceptibilidad a antifungicos en los aislados de C. albicans y C. no-albicans en los pacientes con
VIH/SIDA.

Antiféingico C. albicans C. no-albicans
RI R S RI R

Mic* 125(96.1) 1(0.8) 4(3.1) 33(66.0) 6(12.0) 11(22.0)
Clo* 129(99.2) 1(0.8) 0 34(68.0) 15(30.0) 1(2.0)
Ket* 130(100) 0 0  43(86.0) 3(6.0) 4(8.0)
Itr* 127(97.7)  3(2.3) 0  33(66.0) 7(14.0) 10(20.0)
Flu* 101(77.7) 28(21.5) 1(0.8) 30(60.0) 12(24.0) 8(16.0)
Nys 129(99.2)  1(0.8) 0  47(94.0) 0 3(6.0)
Anp 129(99.2) 1(0.8) 0 47(94.0) 0 3(6.0)

Mic=Miconazol, Clo=Clotrimazol, Ket=Ketoconazol, Itr=Itraconazol, Flu=Fluconazol,
Nis=Nistatina, Anf=Anfotericina B, S=Sensible, RI=Respuesta Intermedia, R=Resistente.
*

p<0.0

En la ciudad de Tijuana ninguna cepa de C. albicans presentd fenotipo de resistencia ante clotrimazol,
ketoconazol, itraconazol, nistatina y anfotericina, mientras que ante los farmacos miconazol y fluconazol
s6lo el 2 % de las cepas mostrd fenotipo de resistencia. En el caso de las cepas C. no-albicans
observamos que ante todos los antifiingicos hubo un porcentaje de cepas con fenotipo de resistencia;
3.3 % resistentes ante ketoconazol, 10 % ante nistatina y anfotericina B, 26.7 % ante miconazol y

fluconazol y 33.4 % ante clotrimazol.

En la ciudad de Mexicali los aislados de C. albicans no presentaron resistencia a ketoconazol, el 3% de las
cepas fueron resistentes ante clotrimazol, itraconazol, nistatina y anfotericina B, el 6.1% ante miconazol
y un 13.1% ante fluconazol. Mientras que entre las cepas C. no-albicans un 15.4 % fueron resistentes a

clotrimazol y ketoconazol, un 30.8 % a miconazol e itraconazol y un 46.2 % a fluconazol.

Finalmente, en la ciudad de Ensenada no se aislaron cepas C. albicans resistentes a clotrimazol,
ketoconazol, nistatina y anfotericina B, un 4.3 % fueron resistentes a miconazol e itraconazol, y un 45.7 %
resistentes ante fluconazol. Mientras que entre las cepas C. no-albicans no se observd alguna cepa con
fenotipo de resistencia ante los polienos y ante los azoles; un 57.1 % fueron resistentes a clotrimazol,

ketoconazol e itraconazol, un 71.4 % a miconazol y un 85.7 % ante fluconazol, Figura 17.
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Figura 17. Porcentaje de cepas de C. albicans y C. no-albicans que presentaron fenotipo de sensibilidad (S) y
resistencia (R) ante cada uno de los antifungicos probados (Miconazol, Clotrimazol, Ketoconazol, Itraconazol,
Fluconazol, Nistatina y Anfotericina B) en el total de las cepas aisladas por ciudad muestreada.

Las distintas especies del género Candida presentaron mayor proporcion de fenotipos de resistencia
ante los farmacos azoles que ante los polienos. Las especies con mayor proporcion de fenotipos de
resistencia ante los azoles fueron C. guilliermondii, C. glabrata y C. parapsilosis, las cuales presentaron
100 %, 81.2 % y 80 % respectivamente. Ante los polienos las especies C. krusei, C. tropicalis y C. albicans
presentaron fenotipos de resistencia en un 33.3 %, 13.6 % y 0.8 % respectivamente, mientras que entre
los aislamientos de C. glabrata, C. parapsilosis y C. guilliermondii no se observé alguna cepa resistente a

polienos, Figura 18.
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Figura 18. Distribucion de las respuestas de sensibilidad y resistencia ante los antifungicos azoles y polienos
observados en las diferentes especies del género Candida aisladas en los pacientes con VIH-SIDA.

8.7 Ensayos de sensibilidad en biopeliculas

Del total de las 181 cepas del género Candida aisladas en los pacientes con VIH/SIDA se observd la
formacién de biopelicula en el 81.2 % (147 cepas). En el total de las cepas C. albicans aisladas en la
ciudad de Tijuana el 94.1 % formaron biopelicula, en Mexicali el 93.9 % y en Ensenada el 89.1 %. En el
grupo de las cepas de C. no-albicans se observé menor cantidad de cepas formadoras de biopelicula, en
la ciudad de Tijuana el 63.3 %, posteriormente en Ensenada el 62.5 % y en Mexicali sélo el 23.1 %, Figura

19.

En el caso de la especie C. albicans el 92.3 % de las cepas formaron biopelicula, es decir, 120 de las 130
caracterizadas, mientras que entre las cepas C. no-albicans las especies que con mayor proporcion
formaron biopelicula fueron C. tropicalis, de la cual se observé que el 95.5 % de los aislamientos
formaron biopelicula (21 cepas de 22 aislamientos) y C. guilliermondii, de las cuales el 66.7 % formaron
biopelicula (2 cepas de 3 aislamientos). En el caso de las especies C. parapsilosis y C. krusei un 40 % (2
cepas de 5 aislamientos) y un 33.3 % (1 cepa de 3 aislamientos) formaron biopelicula respectivamente.

Solamente en los aislados de C. glabrata no se observé alguna cepa formadora de biopelicula, Figura 20.
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Figura 19. Distribucion del porcentaje de cepas de C. albicans y C. no-albicans que formaron biopelicula, por ciudad
y en el total de las cepas aisladas en los pacientes con VIH/SIDA.
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Figura 20. Porcentaje de cepas de las diferentes especies del género Candida caracterizadas, que formaron
biopelicula en el total de los aislamientos en los pacientes con VIH/SIDA.
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El ensayo para inducir la formacién de biopelicula también se realizé afiadiendo una concentracion de 8
ug/ul (menor que la concentracion minima inhibitoria) del antifingico fluconazol al medio de
crecimiento de la biopelicula. En la Figura 21 se muestran los porcentajes de las cepas del género
Candida en las cuales se observd crecimiento de la biopelicula con la presencia del antifingico. En este
ensayo se observo que un 52.3 % de las cepas de C. albicans, un 45.5 % de las cepas de C. tropicalis y un

33.3 % de las cepas de C. guilliermondii formaron biopelicula con la presencia de fluconazol.

m Sin fluconazol = Con fluconazol

120 +

100

Porcentaje %

Figura 21. Porcentaje de cepas de las especies del género Candida caracterizadas que formaron biopelicula, sin
fluconazol y con fluconazol (8 pg/pl), en el total de los aislamientos en los pacientes con VIH/SIDA.
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Capitulo 9. Discusion

En el presente estudio se investigd la colonizacidn de la cavidad oral por especies del género Candida en
pacientes con VIH/SIDA de las tres ciudades mas importantes en el estado de Baja California, México. Se
observa que el promedio general de edad en este grupo de pacientes es de 39.9 + 10.3 (media *
desviacidn estandar) aifos, como lo han observado en otros trabajos (Hamza et al., 2008; Gasparin et al.,
2009; Gémez y Pedroso, 2009). En el total de los pacientes muestreados se encontré una tasa general de
portadores de Candida de 57.4%, no obstante, en la ciudad de Tijuana se observdé una tasa
significativamente mayor (75.5%). La prevalencia de portadores de Candida en general y en la ciudad de
Ensenada y Mexicali fue mayor que la reportada en un estudio en Brasil donde se observé una
prevalencia del 44% en el mismo grupo de pacientes (Delgado et al., 2009). Al contrario de lo que se
observa en otros trabajos donde se establecen prevalencias mas bajas, como las reportadas para; Hong
Kong (58.4%) (Senet, 1997), India (65.3%) (Gugnani et al., 2003), Bélgica (62.3%) (Samaranayake et al.,
1986), el Reino Unido (93%) (Felix y Wray, 1993), Suiza (78%) (Chave et al., 1996), Italia (65.9%) (Campisi
et al., 2002), Tailandia (66.7%) (Schoofs et al., 1998), Argentina (62.3%) (Luque et al., 2008) y Africa (84.5
%) (Hamza et al., 2008). En el caso de la ciudad de Tijuana, la prevalencia fue mayor excepto en
comparacién con Suiza, el Reino Unido y Africa (Felix y Wray, 1993; Chave et al., 1996; Hamza et al.,
2008). En otros estudios en México, se ha encontrado un porcentaje de portadores de Candida hasta del
66.7% en la Ciudad de México (Repentigny, et al., 2004) que es incluso mayor que en Ensenada y
Mexicali pero menor que en Tijuana. Estas diferencias entre las distintas ciudades pueden deberse a las
diferencias demograficas de cada una de ellas, Tijuana y Mexicali son dos ciudades fronterizas con EEUU
y Ensenada es una ciudad portuaria mas alejada de la frontera (100 Km). Tijuana esta comprendida por
una poblacion muy cosmopolita con alrededor de 5 millones de habitantes (COPLADE, 2014), y se
caracteriza por una gran poblacidn flotante de migrantes hacia EEUU que vienen de la parte sur de
México y Centro América; en cambio Mexicali tiene una poblacién mas estable de aproximadamente 1

millén de habitantes y Ensenada alrededor de 0.5 millones de habitantes (COPLADE, 2014).

En este estudio no se observaron diferencias de los portadores de Candida por sexo, igual que en otros
estudios realizados en México (Repentigny et al., 2004) y Rio de Janeiro (Gasparin 2009), no obstante, en
otros paises como Africa se ha reportado que las mujeres representan hasta el 75 % de los pacientes con
VIH/SIDA portadores de levaduras del género Candida (Hamza et al., 2008; Ohmit et al., 2003). Algunos
trabajos relacionan esta alta prevalencia en el género femenino con la deficiencia de hierro (Hauman et

al., 1993; Sanchez et al., 2005).
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En muchos estudios se ha observado que la especie mds frecuente encontrada en muestras orales es C.
albicans (60-80%) en este grupo de pacientes y en pacientes relativamente sanos (Kumar et al., 2008),
aunque esto puede variar (Cannon y Chaffin, 1999; Kumar et al., 2008). En las tres ciudades estudiadas
esto no fue diferente, se observd un 66.3% de portadores de C. albicans en Tijuana, un 72.8% en Mexicali
y un 90.3% en Ensenada, aunque este ultimo valor fue mayor a lo reportado por otros autores para
México (Repentigny et al., 2004). Las especies de C. no-albicans se encontraron entre el 13.7 y 33.7% de
los aislamientos. La distribucidén de las especies caracterizadas fue diferente en cada una de la ciudades
estudiadas, por ejemplo en Tijuana C. tropicalis fue la mas frecuente, pero no en Mexicali donde C.
glabrata fue la mas encontrada y en Ensenada no se observd una especie de C. no-albicans
predominante. La ciudad donde se observd mayor diversidad de especies fue Mexicali donde se
encontraron todas las especies caracterizadas. En el total del muestreo las especies del género Candida
predominantes fueron C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata, como se ha reportado anteriormente
ocurre en la cavidad oral en pacientes con candidiasis (Liguori et al., 2008). Tanto en Tijuana como en
Mexicali, la ocurrencia de especies C. no-albicans fue mas alta que en otros reportes (Marguiotta 2000;
Barchiesi et al., 2002; Hamza et al., 2008), esto es muy importante puesto que la respuesta a
antifdngicos convencionales en estas especies puede ser limitada, ademas se ha observado que las
especies de C. no-albicans predominan en las muestras de pacientes hospitalizados hasta en un 47% de

los aislamientos (Sanabria et al., 2006).

Ninguno de los pacientes estudiados fue portador de C. dubliniensis, cepa que se ha aislado de sujetos
con VIH/SIDA en otros paises (Coleman et al., 1998; Giammanco et al., 2002). La ausencia de C.
dubliniensis en esta poblacidon puede deberse a que esta especie no se ha diseminado en esta region,
como sucede en la India donde tampoco se ha identificado (Blignaut, 2002; Kumar et al., 2008), a pesar
de que se caracterizd tanto en Europa como Norteamérica hace 20 afios (Kirkpatrick et al., 1998;
Sandven, 2000). Otra alternativa es que se encuentre en muy baja proporcién en esta poblacién. En un
estudio en Sudafrica, que representa la poblacién con mayor cantidad de personas infectadas con VIH
en el mundo, observaron que la prevalencia de C. dubliniensis estd mas relacionada a la raza que a los

pacientes con VIH/SIDA como se ha sugerido en otros trabajos (Blignaut 2002, Gutiérrez et al., 2002).

La asociacion mas frecuente fue C. albicans + C. glabrata en practicamente la mitad de los pacientes
portadores de dos especies (5 de 11 pacientes), de igual forma que lo reportado en Africa para este
grupo de pacientes, aunque en menor porcentaje ya que sélo observaron 2 pacientes de 292 estudiados
(Hamza et al., 2008). Otra asociacion reportada es C. albicans y C. krusei en los pacientes con VIH/SIDA

(Kumar et al., 2008), ademas, en este trabajo las otras asociaciones identificadas fueron C. albicans + C.
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tropicalis y C. glabrata + C. tropicalis, las cuales se presentaron en dos pacientes cada una y con un sélo

paciente afectado se encontré C. albicans + C. parapsilosis y C. albicans + C. guilliermondii.

En cuanto a las variables estudiadas asociadas con VIH/SIDA como el uso de terapia antiretroviral, carga
viral, niveles de linfocitos T CD4 y tiempo desde el diagndstico, no se observd correlacidon con la
frecuencia de portar levaduras del género Candida. Sélo en el grupo de pacientes con mas de 100,000
copias virales se observo una alta proporcion (86.7 %) de portadores de levaduras del género Candida.
Este hallazgo es diferente a lo reportado hace tiempo en donde se mostraba que la alta carga viral no se
asocia a la presencia de especies de Candida en la cavidad oral (Margiotta et al., 1999; O’Sullivan et al.,
2000; Barchiesi et al., 2002). Sin embargo, en estudios mas recientes se observa que la prevalencia de
especies del género Candida fue mayor en pacientes con altos titulos de carga viral (Hamza et al., 2008;
Moris et al., 2008; Delgado et al., 2009; Gasparin, 2009). De manera particular en un estudio realizado
sélo en mujeres con VIH/SIDA observaron mayor colonizacion por levaduras del género Candida y alta
prevalencia de candidiasis oral en aquellas mujeres con carga viral de >10,000 copias/mL (Ohmit et al.,
2003). En otro tipo de estudios han observado que los niveles altos en la carga viral estan relacionados
con la supresion de los mecanismos inmunes locales de la mucosa oral, como es la disminucién de la
secrecién salival que se sabe contiene componentes con actividad antifungica, como son la lisozima,
lactoferrina, histatina y lactoperoxidasa, tal situacién se ha relacionado con la colonizacién de levaduras
(Gottfredson 1999, Samaranayake et al., 1986). En estudios que se realizaron hace mas de diez afios
sobre la asociacién entre terapia antirretroviral y la presencia de Candida oral no se encontré ninguna
relacién y algunos autores proponen que las funciones protectoras de la mucosa bucal son
independientes de la cantidad de linfocitos T CD4 (Cannon y Chaffin, 1999; Margiotta et al., 2000, Ohmit
et al., 2003). Las terapias antirretrovirales desde entonces han evolucionado y han resultado ser mas
eficaces. El 83.5% de los pacientes estudiados estaban utilizando algun tipo de terapia antirretroviral y

tampoco se observaron diferencias entre los portadores.

Con relacion a los niveles de linfocitos T CD4 se encontraron resultados coherentes con los hallazgos de
otros estudios donde no se observd una relacién entre el conteo de linfocitos y la prevalencia de Candida
y/o candidiasis oral (Hamilton et al., 1992; Senet, 1997; Gottfredsson et al., 1999; Barchiesi et al., 2002).
Sin embargo, hay reportes donde aproximadamente el 80 % de los pacientes con VIH/SIDA y candidiasis
oral, tienen un conteo linfocitario menor de 200 cel/mm? de linfocitos TCD4 (Hamza et al., 2008;
Delgado et al., 2009; Ramirez et al., 2009). Por otra parte, un conteo de linfocitos TCD4 menor de 200
cel/mm® estd documentado como factor de riesgo en la prevalencia de infecciones oportunistas

(Werneck y Bedin, 2009). Al momento no hay evidencia concluyente de tal asociacién.
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Acerca del tiempo de evolucion desde el diagndstico de VIH/SIDA tampoco se observé una relacion con
la presencia de levaduras de Candida en la boca, a diferencia de lo reportado en Rio de Janeiro donde se
determind mayor prevalencia en pacientes con mayor tiempo de diagndstico, asi como en pacientes con

baja escolaridad (Gasparin el 2009).

Con respecto al habito de fumar, los porcentajes altos de portadores de Candida se encontraron entre
los exfumadores y fumadores, aunque esto no fue significativo. En otros estudios también se observd la
influencia del habito de fumar en ser portador de Candida (Arendorf y Walker, 1980; Campisi et al.,
2001; Campisi et al., 2002; Ohmit et al., 2003), pero hasta ahora no se ha presentado evidencia

concluyente de esta asociacidn.

En resumen, aparentemente hay una gran variabilidad no sélo en la frecuencia de portadores de
levaduras del género Candida y la proporciéon de las especies identificadas, sino también en relacién a las
diferentes variables que pueden estar asociadas (el género, el estado inmunoldgico, la carga viral, el uso
de terapia antiretroviral, los niveles de linfocitos T CD4+, los habitos de tabaquismo y consumo de
alcohol). Estas diferencias pueden deberse a otros factores intrinsecamente relacionados a las
poblaciones de diferentes regiones geograficas. Es por esto la importancia de estudiar el problema de las
infecciones provocadas por las levaduras del género Candida en diferentes grupos de riesgo en varias
regiones. Otro factor que puede contribuir a la variabilidad de los resultados es el método utilizado tanto
para el muestreo como para la identificacion de las cepas. En este estudio utilizamos enjuagues bucales
para la obtencién de los aislados y PCR-RFLP para la identificacién de las cepas, ambos métodos
considerados confiables y significativos para determinar la frecuencia de portadores y candidiasis oral

(Samaranayake et al., 1986; Campisi et al., 2002; Mirhendi et al., 2006).

Por otra parte, en general las especies de Candida son sensibles tanto a los farmacos antifingicos azoles
como a los polienos, en este trabajo observamos que ante los fdrmacos azoles el 3.9 % del total de las
cepas aisladas presentd fenotipo de resistencia y un 8.6 % fenotipo de sensibilidad dependiente de la
dosis, mientras que para los farmacos polienos se observaron menores porcentajes de ambos fenotipos
(1.7 y 0.5 % respectivamente). La resistencia a antifungicos se ha observado principalmente en el
tratamiento de la candidiasis oral con farmacos azoles en pacientes con VIH/SIDA (Barchiesi et al., 1998;
Sanchez et al., 2005). El fluconazol es el antifdngico mas utilizado para tratar la candidiasis oral en
pacientes con VIH/SIDA en México (NOM 2003) y el incremento en resistencia a este triazol es
actualmente un reto dificil. En el presente estudio observamos que los fenotipos de resistencia y

sensibilidad dependiente de la dosis varia entre los farmacos agrupados de acuerdo a su naturaleza
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bioquimica, de manera que la prevalencia de fenotipos de resistencia y sensibilidad dependiente de la
dosis es mayor ante los triazoles probados (fluconazol e itraconazol), mientras que los farmacos mas
efectivos para limitar el crecimiento de las levaduras fueron el imidazol ketoconazol y los polienos
estudiados (anfotericina B y nistatina) similar a lo reportado en otros estudios en México (Sanchez et al.,
2005). Si bien el patron de respuesta ante los antifungicos azoles se muestra con una distribucion
particular para cada tipo de farmaco, en el caso de los polienos no se observan diferencias en los
patrones de respuesta. Es posible que haya mas diversidad en los mecanismos de resistencia ante los
azoles en comparacidn con los mecanismos de resistencia ante polienos. En el total de cepas aisladas no
se observd alguna resistente a todos los antifungicos probados, no obstante, una de cada cinco cepas es
resistente a alguno de los farmacos probados y una de cada cincuenta es resistente a cinco farmacos

simultaneamente.

Asimismo, esta descrito que la sensibilidad varia significativamente entre C. albicans y las especies de C.
no-albicans. Algunas especies de C. no-albicans tienen resistencia inherente o secundaria a los azoles (10
—75%) (Krcmaery 2002); mientras que la resistencia a polienos es menor (5-20 %) (Hamilton, 1974; Dick
et al., 1980). En los pacientes con VIH/SIDA portadores de Candida oral, la prevalencia de cepas de C.
albicans con resistencia a fluconazol se estimd en un 22% de los pacientes de Norte América (Martins et
al.,, 1997; Martins et al., 1998; Sanglard y Odds, 2002). Otros estudios muestran altas tasas de
sensibilidad a fluconazol (93 a 97%) y sensibilidad dependiente de la dosis (3 a 7 %) (Barchiesi et al.,
1998; Sanchez et al., 2005). Por el contrario, ante fluconazol en el presente trabajo encontramos una
resistencia de 0.8-3.1 % en los aislados de C. albicans y una sensibilidad dependiente de la dosis entre un
0.8-21.5 %; mientras que en los aislados de C. no-albicans observamos una frecuencia de fenotipos de
resistencia en un 8.0-22.0 % de las cepas aisladas y una sensibilidad dependiente de la dosis de 6.0-30 %.
La mayoria de las cepas resistentes son C. glabrata y C. tropicalis en las tres entidades muestreadas, esto
coincide con lo reportado en otros trabajos (Pfaller et al., 2006; Guitard et al., 2013; Maubon et al.,
2014). Al parecer los aislados de Candida pueden desarrollar resistencia in vitro durante los episodios
repetidos de candidiasis oral tratada con fluconazol (Maenza et al., 1997). Sin embargo, algunas cepas de
Candida resistentes a fluconazol son sensibles a otros azoles, probablemente porque hay varios
mecanismos de resistencia a este grupo de farmacos (Sanglard y Odds, 2002). En este estudio, la
prevalencia de fenotipos de resistencia a polienos en las cepas aisladas de Candida fue particularmente
baja, sélo un 0.8% de las cepas aisladas de C. albicans presentaron sensibilidad dependiente de la dosis a
nistatina o anfotericina B, y en el caso de los aislados de C. no-albicans el 6.0 % presentaron resistencia a

ambos polienos, estos hallazgos son similares a lo reportado para otras poblaciones donde se observa
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resistencia de 0.4-4 % en los aislados clinicos (Dick 1980, Hamilton, 1974). La anfotericina B es usada
como monoterapia en casos severos de candidiasis oral y candidemia y a pesar de esto, la resistencia a
este farmaco es poco comun. Su efecto fungicida puede limitar la seleccién de mutantes resistentes, no
obstante, algunas cepas de C. no-albicans muestran una ligera disminucion en la sensibilidad a
anfotericina B y nistatina, como se observa en este trabajo (Guinea et al., 2010; Silva et al., 2012). Sélo
una cepa de C. albicans y tres de C. tropicalis en la ciudad de Tijuana presentaron resistencia a los
polienos. Otros estudios en pacientes con fungemia, han descrito resistencia a polienos en las especies C.
lusitaniae, C. rugosa, C. krusei y C. guilliermondii. En esta poblacion, la resistencia a los polienos esta
asociada a pacientes con salud severamente comprometida (inmunocomprometidos, con leucemia,
anemia aplasica o con trasplante de medula ésea), infectados con C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata
(Krcmery y Barnesz, 2002; Dick et al., 1980). Los estudios con respecto a los mecanismos de resistencia a
polienos sugieren que esta principalmente asociada con el bloqueo en la via de sintesis de los esteroles,
provocando una acumulacién de intermediarios que presentan menor afinidad a los polienos que el
ergosterol (Borecka et al., 2008), sin embargo, el mecanismo de resistencia en nuestros aislados falta por

estudiarse.

En cuanto a la capacidad de formar biopelicula en las cepas aisladas, observamos que el 92.3 % de las
cepas de C. albicans aisladas formaron biopelicula en condiciones normales de crecimiento, mientras
que entre las cepas de C. no-albicans sélo el 53 %. En el grupo de especies C. no-albicans, la cepa mas
frecuente fue C. tropicalis. Practicamente la mitad de las cepas de C. albicans que formaron biopelicula
en condiciones normales de crecimiento, también lo hicieron en presencia de fluconazol, de igual

manera que en las cepas de C. tropicalis (45.5%).

En conclusion, este trabajo representa el primer estudio de la diversidad de Candida en pacientes con
VIH/SIDA en el noroeste de México. Las diferencias en frecuencia de las especies de Candida en las tres
ciudades refleja el impacto de la localizacidn geografica. Se requieren estudios mas profundos para

aclarar los mecanismos de resistencia a los farmacos antifungicos de los aislamientos clinicos.
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Capitulo 10. Conclusiones

Se encontrd una tasa general de portadores de Candida de 57.4%, sin embargo, en la ciudad de Tijuana

se observé una tasa significativamente mayor (75.5%).

En las tres ciudades estudiadas C. albicans es la especie de mayor prevalencia, con un 66.3% en Tijuana,

un 72.8% en Mexicali y un 90.3% en Ensenada.

La distribucidn de las especies de C. no-albicans caracterizadas fue diferente en cada una de las ciudades
estudiadas, en Tijuana C. tropicalis fue la mas frecuente, C. glabrata en Mexicali y en Ensenada no se

observé una especie de C. no-albicans predominante.

En cuanto a las variables estudiadas asociadas con VIH/SIDA; como la distribucidon por sexo, el uso de
terapia antiretroviral, carga viral, niveles de linfocitos T CD4, tiempo desde el diagndstico, y la relacién
con los habitos de tabaquismo y consumo de alcohol, no se observé correlacidon con la frecuencia de

portar levaduras del género Candida.

Sélo en el grupo de pacientes con mas de 100,000 copias virales se observé una alta proporcion (86.7 %)

de portadores de levaduras del género Candida.

Se observaron mayores proporciones de fenotipos de resistencia ante los farmacos azoles (12.5 %) que

ante los polienos (2.2 %).

Los farmacos mas efectivos para limitar el crecimiento de las levaduras fueron el imidazol ketoconazol y

los polienos estudiados; anfotericina B y nistatina.

Una de cada cinco cepas es resistente a alguno de los farmacos probados y una de cada cincuenta es

resistente a cinco farmacos simultaneamente.

Los aislados de C. no-albicans presentan mayor frecuencia de fenotipos de resistencia y respuesta

intermedia que los aislados de C. albicans.
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El 92.3 % de las cepas de C. albicans aisladas formaron biopelicula en condiciones normales de

crecimiento, mientras que entre las cepas de C. no-albicans sélo el 53 %.

La mitad de las cepas de Candida que formaron biopelicula en condiciones normales de crecimiento,

también lo hicieron en presencia de fluconazol.
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