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Resumen

La investigacion se realizd para identificar los serotipos de Candida, causantes de
Candidiasis oral una infeccidbn micotica oportunista en personas con VIH/SIDA,
frecuentemente causada por Candida albicans considerandose como la mas patdégena, sin
embargo especies de candidas no albicans suelen ser menos sensibles a los azoles y pueden
ser mas virulentas. En la actualidad es importante el diagndstico oportuno porque va en
aumento la aparicion de cepas menos sensibles a los antimicdticos. De todas las especies
de Candida, la mas patogena para el hombre es la Candida albicans, aunque también se
han descrito otras como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,
Céandida dubliniensis, como patégenos oportunistas en la cavidad oral en los pacientes con
VIH y SIDA. EI objetivo general fue identificar los serotipos de Candida aisladas en
pacientes con VIH/SIDA, Hospital Regional “Isidro Ayora”. Ciudad de Loja, mayo — julio
2014. EI trabajo investigativo fue de caracter exploratorio, descriptivo, prospectivo;
realizado con un total de 115 personas de los cuales 1 caso corresponde a VIH y 114 casos
de SIDA. Para identificar los serotipos de Candida se realizaron cultivos en Agar Dextrosa
Sabouraud-Cloranfenicol y cultivos mediante agotamiento de estrias en CHROMAQgar
Céndida, para identificar los serotipos de Candida presentes en la muestras y se
confirmaron mediante Espectrometria de Masas (MALDI-TOF). Se obtuvo como
resultado un 27% (31 cultivos) de casos positivos para crecimiento de Candida y un 73%
(84 cultivos) de casos negativos en Agar Dextrosa Sabouraud-Cloranfenicol. Los casos
positivos se cultivaron en CHROMAgar Candida para identificar los serotipos de Candida
obteniendo como resultados 74% (23 casos) de Candida albicans constituyéndose el
serotipo mas frecuente, seguido de los siguientes serotipos en menor frecuencia Candida
glabrata 13% (4 casos), Candida krusei 3% (1 caso), Candida guilliermondii 3% (1 caso),

Candida parapsilosis 3% (1 caso) y Candida pararugora 3% (1 caso).

Palabras claves: Candidiasis, Candida albicans, patogenos oportunistas, VIH, SIDA,

cultivos, serotipos.
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Abstract

The research is conducted to identify Candida serotypes that cause oral candidiasis an
opportunistic fungal infection in people with HIV / AIDS, frequently caused by Candida
albicans regarded as the most pathogenic, however non-albicans Candida species are
usually less sensitive to and azoles may be more virulent. Today early diagnosis is
important because it is increasing the appearance of less sensitive to antifungal strains.
Of all the species of Candida, the most pathogenic to humans it is Candida albicans,
although they have also described other as Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida dubliniensis, as opportunistic pathogens in the oral cavity in patients
with HIV and AIDS. The overall objective was to identify the serotypes of Candida
isolated in patients with HIV / AIDS, Regional Hospital "Isidro Ayora™ in the city of Loja,
from May to July 2014. The research work was exploratory, descriptive, prospective; made
a total of 115 people including 1 case to HIV and 114 AIDS cases. To identify serotypes of
Candida cultures in Sabouraud Dextrose Chloramphenicol Agar and cultures were
performed by depletion of stretch marks on CHROMagar Candida, to identify Candida
serotypes present in the samples and were confirmed by mass spectrometry (MALDI-
TOF). It was obtained as a result 27% (31 crops) of positive cases Candida growth and
73% (84 cultures) negative cases Chloramphenicol Agar Sabouraud Dextrose. Positive
cases were cultured in CHROMAgar Candida to identify the serotypes of Candida
obtaining as a result 74% (23 cases) of Candida albicans becoming the most common
serotype, followed by the following serotypes in less frequency Candida glabrata 13% (4
cases), Candida krusei 3% (1 case), Candida guilliermondii 3% (1 case), Candida

parapsilosis 3% (1 case) and Candida pararugora 3% (1 case).

Keywords: Candidiasis, Candida albicans, opportunistic pathogens, HIV, AIDS, crop

serotypes.
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Introduccion

En general las enfermedades infecciosas clasicas han disminuido en casi todo el
mundo, sin embargo las infecciones micoéticas han aumentado de manera constante. En
Estados Unidos las micosis es la séptima causa de muerte; siendo una de causas principales
la candidiasis y la aspergilosis. Las infecciones micéticas afectan principalmente a

individuos que se encuentran con su sistema inmune comprometido.

Las infecciones oportunistas de la cavidad bucal como la candidiasis orofaringea se
ha convertido en la infeccion oportunista mas frecuente en pacientes con virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), el
90% de las personas con SIDA afectadas con Candidiasis orofaringea llegan a desarrollar
lesiones bucales, la candidiasis bucal puede propagarse hacia el aparato respiratorio en los

enfermos VIH positivos, siendo causada frecuentemente por Candida albicans.

La Candida albicans se considera como la méas patdgena, sin embargo especies de
candidas no albicans suelen ser menos sensibles a los azoles y pueden ser més virulentas.
En la actualidad es importante el diagndstico oportuno porque va en aumento la aparicion

de cepas menos sensibles a los antimicaticos.

La presente investigacion se llevé a cabo en la Unidad de Atencion Integral a
personas viviendo con VIH/SIDA del Hospital Regional “Isidro Ayora” de la cuidad de
Loja. En el periodo de mayo a junio de 2014. Es una investigacion de caracter descriptiva,
prospectiva. El universo de estudio incluyo las muestras de todos los pacientes con VIH y
los pacientes considerados como SIDA, segun clasificacion del CDC (MSP, Guia De

Atencion Integral VIH/SIDA, 2010) tanto a los personas ambulatorios y hospitalizados que
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se encuentran registrados como activos (personas que asisten a controles médicos y se
encuentran tomando tratamiento antirretroviral) en la Unidad de Atencion Integral a

personas viviendo con VIH/SIDA, durante el periodo de estudio sefialado.

Se empled el método inductivo en la observacién directa; el método deductivo que
ayudo a determinar los hechos mas importantes con respecto a la problematica para asi

poder comprobar la hipétesis.

Las técnicas empleadas fueron de tipo documental y de campo. Dentro de las
técnicas de tipo documental que se utilizaron fueron el fichaje y lectura cientifica en la
recopilacion bibliografica, mediante fichas textuales de resumen y mixtas, y las técnicas de
campo utilizadas fueron la observacion, entrevistas y encuestas mediante una hoja de

recoleccion de datos disefiada para el efecto. (Ver anexo 1)

Para identificar los serotipos de Candida se realizaron cultivos en Agar Dextrosa
Sabouraud-Cloranfenicol y cultivos mediante agotamiento de estrias en CHROMAgar
Céndida, para identificar los serotipos de Candida presentes en la muestras y se

confirmaron mediante Espectrometria de Masas (MALDI-TOF)

Justificacion

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es un proceso patoldgico
detectado por vez primera en los Estados Unidos de América en 1981. El SIDA se
considera como epidémico, por su transmision se extiende a otras partes del mundo y
actualmente es un grave problema de salud publica. La infeccion por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) se caracteriza principalmente por provocar una
reduccion progresiva del nimero de linfocitos T CD4+, hasta llegar a su total deplecion.

Esta deplecion tiene como consecuencia una alteracion y disminucion de la inmunidad
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celular en los pacientes afectados, produciendo un incremento de las infecciones
oportunistas como la micosis.

En pacientes con VIH y SIDA la Candidiasis orofaringea es la infeccion
oportunista mas comun en estadios iniciales y finales de la enfermedad, presentandose en
un 75% de los pacientes infectados, la que ocurre principalmente cuando el nimero de
linfocitos TCDA4+ es inferior a 500 cel/mcl. (Choappa, 2013). Las infecciones oportunistas
de la cavidad orofaringea en un 90% causan lesiones bucales, siendo la Candida albicans
el patdégeno que se identifica mas frecuentemente en estos pacientes y en menor frecuencia
se identifican otras especies clinicamente importantes como la Candida tropicalis,

Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida pseudotropicalis y Candida guillermondi.

La motivacién para realizar esta investigacion es conocer mas del problema sobre la
presencia de serotipos de Candida aisladas en muestras de hisopado bucal en pacientes con
VIH/SIDA Hospital Regional “Isidro Ayora”. Loja; para ello se estructuraron los objetivos
especificos que tienen la finalidad de: 1. Recuperar y aislar las cepas de Céandida en los
pacientes infectados por el virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH/SIDA). 2.
Determinar los serotipos de las cepas aisladas de Candida de las personas en estudio. 3.
Establecer relacién del serotipo de Candida aislada con tratamientos previos de
antimicoticos e indice de carga viral registrados en las historias clinicas de los pacientes en

estudio.

Planteamiento del Problema

El presente estudio se realiz6 en Loja, ciudad del Ecuador, capital de la provincia 'y
canton Loja, localizada en el sur del pais. En el Hospital Regional “Isidro Ayora” en la
Unidad de Atencién Integral a personas viviendo con VIH/SIDA, realizado en los

pacientes con VIH y pacientes con SIDA, durante los meses de Mayo a Junio 2014.
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La candidiasis es considerada como un marcador temprano de VIH, pero la
infeccidn puede presentarse en cualquier fase de la enfermedad, (Palacios, 2011) En estos

pacientes se ha reportado una prevalencia de candidiasis del 30 al 90 %.

La candidiasis bucal se presenta, habitualmente, bajo la forma seudomembranosa,
conocida en nuestro medio como "muguet'. La Candida en los pacientes
inmunosuprimidos frecuentemente causa lesiones, las cuales tienen una tendencia recidiva
muy marcada. Si bien su aspecto clinico es muy caracteristico, el diagnostico debe ser
siempre confirmado por el estudio micoldgico, ya que pueden confundirse con infecciones
bacterianas, lesiones herpéticas y la leucoplasia vellosa producida por el virus de Epstein-

Barr.

La Candidiasis es la infeccion micoética intraoral mas comudn en pacientes
infectados con VIH, la causa mas frecuente de estas infecciones es la Candida albicans,
que es el patdgeno que frecuentemente se identifica en estos pacientes, sin embargo hay
otras especies clinicamente importantes incluyen Céandida tropicalis, Candida

parapsilosis, Candida krusei, Candida pseudotropicalis y Candida guilliermondii.

En la actualidad, se observa el aumento de la aparicion de cepas menos sensibles a
los antimicéticos y adicionalmente, otras especies como C. glabrata, C. tropicalis y C.
krusei se reportan como patdgenos oportunistas en la cavidad oral en los pacientes con

VIH y SIDA (Prieto, 2006).

Con el presente trabajo se determino la presencia de los serotipos de Candida bucales
circulantes en pacientes con VIH/SIDA, en el Hospital Regional "Isidro Ayora" de la

ciudad de Loja, en el periodo mayo julio 2014.



16

2. Formulacion de Objetivos Generales y Especificos
2.1 Objetivos
2.1.1. Objetivo General.

Identificar los serotipos de Céandida aisladas en pacientes con VIH/SIDA, Hospital

Regional “Isidro Ayora”. Ciudad de Loja, mayo — julio 2014

2.1.2. Objetivos Especificos

2.1.2.1. Recuperary aislar las cepas de Candida en los pacientes infectados por el virus de

Inmunodeficiencia Humana (VIH/SIDA)

2.1.2.2. Determinar los serotipos de las cepas aisladas de Candida de las personas en

estudio.

2.1.2.3. Establecer relacion del serotipo de Candida aislada con niveles de CD4

registrados en las historias clinicas de los pacientes en estudio.

2.2 Hipdtesis

En los hisopados bucales de los pacientes con VIH/SIDA, la Candida albicans se presenta

en un 40% de los casos.

2.2.1. Variables dependientes
1. Céndida.
2. Serotipos de Candida.

2.2.2. Variables Independientes

Edad.

Sexo.

Pacientes con VIH
Pacientes con SIDA.
Niveles de CDA4.

o M w0 DN oE
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3 Marco Tebrico

3.1 Micosis

Las micosis son aquellas patologias producidas por la invasion sistémica de hongos
en el cuerpo, las cuales se presentan de distintas formas y que llegan a afectar diferentes
areas corporales.

Tomando en cuenta el grado de profundidad anatomica que afecte el hongo
(Sanchez, 2008), las micosis se clasifican en tres grupos:
1) superficiales;
2) subcutaneas, y

3) profundas o sistémicas.

3.1.1 Clasificacion

3.1.1.1 Micosis superficiales.

Las micosis superficiales son aquellas adquiridas por contacto y que afectan a la
capa clrnea de la piel, a la porcion supra-folicular del pelo y ufias. Esta micosis afecta a
los tejidos inertes, por lo que el huésped no produce una respuesta inmunitaria. Esta
micosis puede ser cronica y resistente a los tratamientos pero rara vez afectan la salud
general del enfermo, y no invaden tejidos profundos.

Entre los hongos que causan este tipo de infeccion estan los dermatofitos, que
atacan la capa cdrnea de piel y faneras, entre los que existen tres especies de importancia:
Trichophyton spp, Microsporum spp y Epidermophyton spp, y causan entre otras micosis,
la tifia y el pié de atleta. Ademas otros dermatofitos afectan la porcion extra folicular del
pelo de cuero cabelludo, formando nodulos duros e irregulares a su alrededor, formados

por agregados fungicos, y que son visibles a simple vista. Entre los agentes causales de
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estos nddulos estan los producidos por el ascomiceto Piedraia hortae que produce piedra
negra, cuyos nédulos son duros, negros y brillantes que afecta principalmente al cabello.
El Trichosporon beigelii causa piedra blanca en la cual los ndédulos son blanquecinos y
atacan pelos del cuero cabelludo, barba, bigote y pubis.

Existen hongos que atacan la epidermis, por ejemplo Malassezia furfur que causa la
pitiriasis versicolor y Exophiala wernecki que produce pitiriasis versicolor, la dermatitis
seborreica, la tinea nigra, la piedra blanca y la piedra negra. (Acosta, 2014)
Algunas especies pueden localizarse en piel, mucosas y ufias, como los hongos del género

Candida.

3.1.1.2 Micosis Subcutaneas

Son infecciones del tejido subcutaneo afectando a las capas profundas de la dermis
y tejido celular subcutaneo pudiéndose extenderse a musculo y hueso tienden a ser
localizadas y rara vez diseminan por via hematdgena. Estas micosis son producidas por
hongos que viven en el suelo o en la vegetacion en descomposicion, y deben ser
introducidos al tejido subcutaneo a través de inoculacion traumatica de material punzante
contaminado, por lo que también es conocida como micosis de implantacion.

La esporotricosis es la micosis subcutdnea mas comun e importante causada por el
hongo Sporothix schenkii, que vive en las plantas o en la madera y provoca una infeccion

granulomatosa crénica cuando se introduce en forma traumatica debajo de la piel.

3.1.1.3 Micosis sistémicas
Las infecciones micoticas sistémica o profundas son enfermedades producidas por
hongos dimorficos, que viven en forma filamentosa en el ambiente de areas geogréaficas

definidas, que forman parte de la microflora ambiental o son comensales de la piel o
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mucosas, ingresan al cuerpo por inhalacién a un sitio profundo como mucosas 0 un
organo interno como el pulmdn, tracto gastrointestinal o los senos paranasales, cuyo
mecanismo de diseminacion es por via linfo-hematica, con afecciébn uni o
multiparenquimatosa. Habitualmente son eliminadas por los leucocitos polimorfonucleares
y macrofagos, pero cuando hay una alteracion de la inmuno respuesta del huésped, puede
desarrollarse el cuadro clinico que, dadas las caracteristicas del huésped, provocan una
afeccion general y en ocasiones estas resultan mortales. (Rubio, 2001)

El agente etioldgico puede ser cualquier especie fungica capaz de crecer a 37 °C y
cuyos requerimientos nutricionales estén contemplados en los tejidos del huésped:
levaduras, hongos miceliares moniliales o dematiaceos, ascomicetos, basidiomicetos y
zigomicetos. Los agentes causales de estas micosis no producen toxinas por lo general; la
reaccion tipica que causan en los tejidos es un granuloma cronico, que es un tumor de
tejido inflamatorio, con grado variable de necrosis y formacién de abscesos.

Siendo los mas frecuentes Candida spp., Cryptococcus spp., Blastoschizomyces
capitatus, Trichosporon asahi, Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp.,
Mucorspp., Rhizopus spp., asi como otros géneros de las familias Moniliaceae y
Dematiaceae. (Rubio 2001).

Las infecciones sistémicas se clasifican de acuerdo a la capacidad infectiva del hongo
causante en dos grupos:

1. Micosis sistémicas por hongos verdaderos (patdgenos primarios) son en general
producidas por hongos dimorfos: forma de mohos (con hifas septadas y conidias) y otra
forma habitualmente de levadura (en tejidos vivos), producen infeccion en huéspedes con
situacién  inmunoldgica  normal. Entre los principales se  encuentran
Paracoccidioidomicosis,  Histoplasmosis,  Coccidioidomicosis 'y  Blastomicosis

norteamericana. (Sanchez, 2010). La coccidioidomicosis, causada por el hongo
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coccidioides immitis y coccidioides posadasii, que se adquiere por inhalacién y provoca
una infeccidn respiratoria que puede ser asintomatica o bien presentar sintomas similares a
la gripe, con fiebre, malestar general, tos, dolores en todo el cuerpo. En menos del 1% de
los infectados, la infeccién progresa a la forma diseminada altamente mortal. (Sanchez,
2010)

2. Las micosis sistémicas oportunistas afectan principalmente a pacientes
inmunosuprimidos o enfermedades graves como el SIDA y en personas que presentan
neutropenia asociada a una enfermedad maligna, o que son sometidos a trasplante de

drganos o cirugias extensas.

3.1.1.3.1. Micosis oportunistas

Las micosis oportunistas son producidas generalmente por hongos ambientales
(Aspergillus spp. Fusarium spp. Zigomycetes entre otros) u hongos que pertenecen a la
propia flora (Candida spp. Malassezia spp.), que por lo general no inducen enfermedad,

pero si en las personas que tienen alterado su sistema inmunoldgico.

Las micosis oportunistas mas importantes en los seres humanos son la candidiasis
sistémica o profunda, aspergilosis diseminada, criptococosis y la cigomicosis sistémicas.
(Sanchez, 2010). Las manifestaciones clinicas de las micosis sistémicas oportunistas
también son variables, dependiendo del sitio de entrada del microorganismo y de la

enfermedad subyacente.

Frecuentemente, en las micosis oportunistas la Candida albicans es el agente causal
mas comun, que puede presentarse en el aparato digestivo después de la administracion
oral de antibioticos pero por lo general no provoca sintomas. Puede ser transportada por la

sangre a muchos érganos, incluyendo las meninges, pero en general no esta capacitada
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para establecerse por si misma excepto en un huésped muy debilitado. Puede provocar
diseminacion y septicemia en enfermos con alteracion en la inmunidad celular por ejemplo
en los enfermos de SIDA, o los que reciben terapia anticancerosa o los que padecen

linfomas.

3.1.2 Factores de virulencia

El incremento de las infecciones micéticas en los seres humanos se debe
principalmente al estado de inmunodepresion del huésped. Para establecer una infeccion,
los patdgenos oportunistas deben tanto evadir la respuesta inmune del hospedero, poder
sobrevivir y dividirse en el hospedero, esto depende de ciertos factores de virulencia, que
les facilita invadir tejidos y causar enfermedad.

Entre los factores de virulencia mas importantes se encuentran los siguientes:

o El tamafio del microorganismo.
o La capacidad del microorganismo para crecer a 37°C en un pH neutro.
o El dimorfismo de los hongos, es decir cambiar de forma filamentosa a la

correspondiente levaduriforme dentro del huésped.

o La produccién de toxinas. (Koneman, 2009)

Algunas levaduras de Candida spp colonizan y/o causan enfermedades en
diferentes lugares corporales como la piel, cavidad oral, esofago, tracto gastrointestinal,
organos reproductores y sistema vascular.

En infecciones por Candida spp la adherencia a los tejidos del huésped, la respuesta
a cambios ambientales (cambios de pH y temperatura) y la secrecion de hidrolasas son
consideradas como factores importantes en la virulencia de esta micosis. Los factores de

virulencia expresados o requeridos por el género Céndida y en particular C. albicans para
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causar infecciones varian dependiendo del sitio, etapa y tipo de infeccién (mucosa o

sistémica), asi como de la naturaleza de la respuesta del huésped.

3.1.3 Respuesta inmune a Candida.

Los mecanismos de defensa contra la mayoria de los hongos actlan de manera
coordinada para inhibir su proliferacion o eliminarlos, esos procesos se realizan entre los
fagocitos polimorfonucleares que son considerados como la primera linea de defensa y la
inmunidad celular que libera sustancias que potencian la accion de las células encargadas
de los procesos de fagocitosis y la eliminacion del microorganismo.

Las infecciones por Candida suelen comenzar en las superficies de las mucosas;
por lo cual la primera linea de defensa del hospedero frente a las especies de Candida se
encuentra en las mucosas, en estas se incluyen un conjunto importante de proteinas
salivales, tales como la lactoferrina e Inmunoglobulina A, estas dificultan la adhesion y el
crecimiento de Candida en la cavidad orofaringea. La mucosa bucal desempefia un papel
imprescindible en la defensa de hospedero frente a infecciones por Candida, cuando esta
mucosa presenta alteraciones el hospedero tiene mayor posibilidad de padecer candidiasis
orofaringea. Las células epiteliales también secretan IL-8 y factores estimulantes de
colonia granulociticas como respuesta de aumento de la colonia de Candida en la mucosa.
Tras superar la accion de estas proteinas y la accion de las células epiteliales empieza la

infeccion invasora por Candida.

3.1.3.1 Respuesta de la inmunidad innata del huésped.
Como primera respuesta del hospedero después de la intervencion de la mucosa, el
endotelio vascular secreta mediadores proinflamatorios y péptidos antimicrobianos como

las defensinas, que acttan al estimular la seleccion y la activacién de los leucocitos. Una
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vez atravesada las barreras mucocutaneas los neutréfilos y los monocitos son las células
que actlian fagocitando a los microorganismos invasores, como respuesta del hospedero
frente a la infeccion.

El tamafio de Candida puede dificultar la fagocitosis del hongo, para la cual los
componentes extracelulares marcaran al patégeno y favorecer su ingestion y destruccion,
proceso conocido como opsonizacion.

Los macrofagos, neutrofilos y células dendriticas pueden reconocer y unirse al
patdgeno mediante los receptores reconocedores de patrones (RRP). Estos receptores
reconocen una serie de patrones moleculares comunes presentes en los microorganismos
patdgenos conocidos como patrén molecular asociado a patdégenos (PMAP). Los PMAP
presentan caracteristicas como especificidad de microorganismos patégenos y no se
encuentran en las células del hospedero, son invariables entre especies, y son esenciales
para la supervivencia o patogenicidad del microorganismo por lo que permanecera
invariable y podra ser reconocida por los RPR.

Los RRP son proteinas transmembrana tipo I, los mas importantes en el
reconocimiento de la Candida spp, por los neutréfilos y monocitos son los Toll like
receptors (TLR, receptor tipo toll), los receptores de manosa y la dectina-1.

Estos TLR se unen al patégeno traves de un dominio extracelular, y un dominio
citoplasmatico activara el receptor. Estos receptores interaccionan con proteinas como la
MyD88 que actia como regulador, y activan una serie de factores de transcripcion que van
a producir citoquinas pro o antiinflamatorias, por consecuencia activan los macréfagos en
la respuesta inmune adaptativa. Hasta el momento se conocen diez tipos diferentes de
TRL que se reconocen PMAP, los TRL mas importantes en la respuesta frente a Candida
spp son el TRL2 que reconoce el fosfolipomanano (PMAP) de la pared del hongos, el cual

se asocia con la respuesta Th2 y TRL4 que se une al manano y facilita la respuesta
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mediada por células Thl. Ademés el TRL9 estd implicado en la respuesta frente a la
infeccion por Candida spp, al reconocer el ADN del hongo. (Ver Grafico 1)

Los receptores de manosa tienen gran importancia en la epidermis humana al actuar
como defensa frente a las infecciones mucocuténeas, al permitir el reconocimiento y
fagocitosis de Candida spp. que no han sido opsonizadas previamente. La dectina-1
favorece la maduracion de las células dentriticas, monocitos y macréfagos, asi como la
activacion de citoquinas como la IL-2 y la IL-10 al unirse a los beta-glucanos. Para lograr
una oOptima respuesta inmune, la dectina-1 segln su activacion estimula la respuesta de
TRL1 o la mediada por el TRLA4.

Algunos receptores de manosa pueden activar TRL2, y el propio TRL2 inhibe el
TRL4, y asi sucesivamente. Como consecuencia final de todos estos procesos, se activara
la respuesta inmunitaria adaptativa y procesos oxidativos que generan radicales libres de
oxigeno y nitrogeno, y los procesos no oxidativos, dirigidos a producir la muerte de

Candida spp .(Garcia, 2012)

Grafico 1. Respuesta Inmune Innata, PRR involucrados en el reconocimiento

de Candida albicans.
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3.1.3.2 Respuesta de la inmunidad adaptativa del huésped.

Las células dendriticas son importantes para unir la inmunidad innata y la
adaptativa. La respuesta inmune depende basicamente de la morfologia levadura
0 pseudohifa de la Candida spp. que las células dendriticas hayan fagocitado. (Ver
Grafico: 2, 3, 4)

Las células dendriticas que hayan fagocitado Candida spp. en forma de levadura
inducirdn una diferenciacion de las células de CD4 a células Thil, esta respuesta mediada
por las células Thl se asocia una proteccion del hospedero frente a la accién fangica. Por
el contrario cuando las células dendriticas han fagocitado Céandida spp. en forma de
pseudohifa inducen una respuesta Th2, esta respuesta se relaciona con la capacidad del
microorganismo de evadir o inhibir la respuesta inmunitaria del huésped. Como resultado
final la produccion de la respuesta Th activaran los linfocitos B y la maduracion del resto
de células fagociticas. EI papel de la formacion de anticuerpos en la respuesta del
hospedero frente a la infeccion por Candida spp es aln poco conocida. Como
consecuencia final se destruira al hongo o se activaran los procesos oxidativos que generan
radicales libres de oxigeno y nitrdégeno, y los procesos no oxidativos, dirigidos a producir

la muerte de Candida spp. (Garcia, 2012)
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3.2 Candidiasis
3.2.1 Generalidades

La candidiasis son infecciones micéticas provocadas por hongos oportunistas
levaduriformes del género Candida, por lo cual a esta tipo de micosis se las conoce como
oportunistas. Existen diferentes especies de Candida, siendo la especie Candida albicans
la de mayor frecuencia en los aislamientos.

La Céndida también se puede presentar ante alteraciones fisiologicas de la flora
normal del ser humano, en las zonas habituales de localizacion de estos hongos, asi como
en trastornos del metabolismo hidrocarbonado y otros factores mas comunes como son la
vejez, el embarazo, la pubertad, etc. Donde la inmunidad del individuo se ve afectada y

permite la colonizacion patoldgica de la Candida.

3.2.2. Taxonomia
Teniendo en cuenta la reproduccion sexuada de las levaduras se las incluye en las
Subdivisiones: Ascomycotina, Basidiomycotina y Deuteromicotina (cuando no se conoce

la reproduccion sexuada).

Dominio: Eucarya
Reino: Fungi
Division: Eumycota

Subdivision: Deuteromycotina

Clase: Blastomycetes

Familia: Cryptoccocaceae

Género: Candida

Especies: C. albicans; C. glabrata; C. krusei; C. parapsilosis; C. tropicalis,

etc.
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3.2.3 Etiologia

La Céandida es un hongo Gram positivo que tiene una estructura celular sencilla. La
membrana superficial estd organizada para desarrollar mecanismos de invasion y
destruccion mediante enzimas que se encuentran en ella, asi como componentes

antigénicos y otras sustancias que generan la adherencia a los tejidos.

La Céandida spp. forma parte de la flora sapréfita mucocuténea, existiendo un

equilibrio perfecto entre su virulencia y los mecanismos de defensa del huésped.
C. albicans se encuentra habitualmente formando parte de la flora gastrointestinal y bucal
(donde se halla en escaso numero aungue su presencia sea constante), de la flora
vulvovaginal (encontrandose en un 5% de las mujeres sanas y hasta en un 30% de las
gestantes), y rara vez se encuentra como saprofito en la piel sana. Esta situacion se
modifica radicalmente cuando concurren factores microambientales predisponentes
(cambios en el pH, defectos en linfocitos T y B, disminucion de la microbiota bacteriana
por antibioticos entre otros).

Existen un gran nimero de Candida, las especies de mayor incidencia en el ser
humano, esta principalmente la Candida albicans que es la especie que se aisla con gran
frecuencia de las manifestaciones cutaneas, Candida guillermondii, Candida krusei,
Candida parapsilosis, Candida stellatoidea, Candida tropicalis y Candida

pseudotropicalis.

3.2.4. Epidemiologia
La candidiasis es considerada como una infeccion cosmopolita y una de las

infecciones oportunistas mas frecuente en seres humanos. Su incidencia ha aumentado
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considerablemente en los Gltimos 20 afios. Afectando a individuos de cualquier edad, sexo
0 grupo étnico. (Biasoli, 2013)

Las levaduras del género Candida existen en la naturaleza, en el suelo, en el agua
dulce, y en general toda sustancia rica en hidratos de carbono simples. Ademas, son
habitantes habituales del aparato digestivo, respiratorio y regiones mucocutaneas del
hombre.

C. albicans forman parte de la flora de la mucosa oral y mucosa gastrointestinal
ademas otras especies como C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, C.
krusei forman parte de esta flora. La piel normal también puede presentar flora de
levaduras residentes, que incluye C. parapsilosis, C. guillermondii, C. krusei. Otras
especies como C. albicans y C. tropicalis no se encuentran con regularidad en la piel
normal, salvo en la region ano-genital y alrededor de la boca. En la mucosa vaginal
normal se puede aislar C. albicans y, con menor frecuencia, C.glabrata, C. tropicalis C.

parapsilosis y C. krusei.

3.2.5. Especies de Candida de importancia médica.

Existen mas de 150 especies de Candidas, pero solo 14 son reconocidas como
patdgenas para el ser humano: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. pelliculosa, C. kefyr, C.
lipolytica, C. famata, C. inconspicua, C. rugosa y C. norvegenis, C. albicans es la més
frecuente (70%). (MSP, Guia De Atencion Integral, 2010, p 68)

En general estas son clasificadas como levaduras, con un desarrollo
predominantemente unicelular.  Solamente algunas especies poseen la facultad de
adaptarse a una temperatura de 37°C y pueden ser ocasionalmente patogenas para el

hombre.
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En la cavidad oral puede haber una amplia variedad de especies de Candida, las
mismas que forman parte de la flora normal de la boca de un 40% de la poblacion, pero la
maés frecuente es, con gran diferencia, C. albicans (70%), C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. famata, C. lipolytica, C. rugosa, C.
zeylanoides e incluso otras levaduras como Saccharomyces cerevisiae o Trichosporon
beigelii. (Puerto, 2001)

Céndida albicans es de forma oval levaduriforme, de 2 a 4 micras, con paredes
finas; sin embargo, en tejidos infectados también se han identificado formas filamentosas
de longitud variable, con extremos redondos de 3 a 5 micras de didmetro y pseudohifa, que
son células alargadas de levadura que permanecen unidas entre si. La Candida albicans
posee de 7 a 9 cromosomas, es diploide. Asimila azucares como glucosa, sacarosa,
maltosa, trehalosa y galactosa.

Las levaduras o blastosporas se reproducen asexualmente por un proceso especifico
de division celular conocido como gemacion. La forma filamentosa del hongo (hifa), es
una estructura microscoépica tubular, la cual contiene multiples unidades celulares divididas
por septos y puede surgir a partir de blastosporas o de hifas existentes, la cual crece
continuamente por extension apical.

La composicion quimica de C. albicans esta representada por 20-40% de proteinas
y 30-50% de polisacaridos, lipidos en 20%. La fraccién lipidica va a depender de la cepa,
edad del cultivo, condiciones ambientales y del origen de la fuente de carbono. La pared
celular de C. albicans esta compuesta principalmente por los polisacaridos manan, glucan
y quitina. EI polisacarido manan representa aproximadamente entre 15,2% y 22,9% del
peso seco de la pared celular. El D-Glucan 3-1-3 y el D-Glucan B-1-6 constituyen entre
47% y 60% del peso. La Quitina entre 0,6% y 9% del peso de la pared celular. Otros

proteinas en cantidades que oscilan entre 6% y 25%, lipidos entre 1%y 7%. La membrana
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citoplasmatica presenta una doble capa compuesta principalmente por lipidos, proteinas y
carbohidratos. Posee invaginaciones, que se observan como surcos de 200 a 300
nanometros de longitud, por 35 a 40 nandmetros de espesor. Ademas contiene las enzimas
responsables de la sintesis de la pared celular. (Caminero, 2013)

La apariencia microscopica de todas las especies de Céandida es similar; todas las
levaduras son Gram positivas, pero en algunas ocasiones la forma de las blastosporas
puede variar de ovoide a elongada o esférica. Ademas, la Candida albicans presenta
dimorfismo, el cual es una transformacién de la forma ovoide de las blastosporas gemantes
(levaduras) a hifas.

En el citoplasma, al igual que otras células eucaritticas, C. albicans presenta:
ribosomas, mitocondrias con doble capa, granulos de glucégeno y vacuolas. EIl nucleo es
tipico de una célula eucariotica, con membrana nuclear limitante, uno o varios nucléolos,
ADN y ARN y varios cromosomas.

De acuerdo con su composicion se han identificado 2 serotipos de C. albicans:
serotipo Ay serotipo B. El serotipo A es antigénicamente mas complejo que el B, porque
ademas de presentar los antigenos comunes con el B, posee antigenos especificos.
(Perurena, 2001).

La Candida tropicalis produce pseudohifas con blastoconidios, que nacen de modo
individual o en racimos irregulares pequefios. Como este patron no es especifico, son
necesarios los estudios de asimilacion de hidratos de carbono o pruebas de identificacidn
de levaduras. (Koneman, 2008)

La Candida glabrata presenta blastoconidios pequefios, miden de 1 a 4 micras,
una caracteristica importante es que C. glabrata s6lo asimila los azucares, glucosa,
trehalosa y arabinosa, a diferencia de la mayoria de las otras especies de Candida no

asimila el inositol y no posee pigmento carotenoide, en cultivos CHROMAgar Candida
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glabrata habitualmente presenta color pdrpura y no filamenta en plasma a 37 °C. La
temperatura maxima de crecimiento es de 43 a 45°C y la temperatura 6ptima para las cepas
de origen clinico es de 35 a 37 °C. Esta especie de Candida no es dimorfica. Posee 11
cromosomas y debido a su caracter haploide, se considera que C. glabrata tiene mayores
posibilidades de presentar mutaciones que otras especies diploides, y es generalmente
sensible a los derivados poliénicos, nistatina y anfotericina B. Sin embargo, desde la
comercializacion y el uso intensivo del fluconazol e itraconazol, se han descrito casos de
resistencias in vitro a estos azoles y de falta de respuesta en enfermos con candidiasis
tratados con estos anti- fngicos. (Rafael, 2009)

Céandida krusei es una levadura, derivada de la especie Candida. Las células
mayores son cilindricas, de hasta 25 micras de largo. Las colonias separadas exceden con
frecuencia las 5 micras de diametro sobre malta-glucosa a 25°C. Es un patogeno
nosocomial que principalmente afecta a los pacientes inmunodeprimidos y aquellos con
neoplasias hematoldgicas.  Tiene una resistencia natural a fluconazol, un agente
antimicotico estandar.

Candida dubliniensis fue identificada como una nueva especie por Sullivan y Cols,
Dublin (Irlanda) en 1995, durante el desempefio de una investigacion epidemiolégica de la
candidiasis oral en pacientes infectados por el VIH y pacientes en fase SIDA, en la década
de 1990. EI nombre propuesto para esta nueva especie fue C. dubliniensis debido a
Dublin, la capital de la Republica de Irlanda, donde la nueva especie fue identificada por
primera vez. A pesar de que C. dubliniensis se recuperé inicialmente de la cavidad oral,
varios estudios posteriores informan del hallazgo de esta especie en otras partes del cuerpo,
incluyendo el tracto respiratorio, sangre, sistema nervioso central, vagina, orina, piel y
heces, tanto en pacientes VIH-positivos como en pacientes VIH-negativos. (Camacho,

2012). Céandida dubliniensis tienen caracteristicas fenotipicas casi idénticas con Candida
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albicans, lo que hace dificil la diferenciacion al intentar identificarlas, aun asi, existen
algunas pruebas bioquimicas y fenotipicas sencillas que permiten separar estas levaduras.
Algunas de las caracteristicas que comparten son los siguientes:

« Caracteristicas macroscopicas en Agar Glucosado de Sauboraud (AGS) practicamente
idénticas.

» Caracteristicas microscopicas idénticas: Dblastosporas gemantes y produccion
pseudomicelio.

* Prueba de tubo germinativo positivo (en suero humano), en 3 horas a 37°C).

* Produccion de clamidosporas en Agar Harina de Maiz (Cornmeal)

* Crecimiento a 37 °C en AGS.

Actualmente, la forma mas precisa para diferenciar entre ambas especies son las
técnicas moleculares, lo cual se lleva a cabo en laboratorios de referencia. Algunos
métodos fenotipicos confiables para la identificacion de C. dubliniensis son la asimilacion
de carbohidratos, empleando sistemas comerciales, y la deteccion de antigenos especificos
mediante inmunofluorescencia, morfologia en algunos medios de cultivo, entre otros.
(Quezada, 2007)

Candida guilliermondii es una levadura que produce fungemia, osteomielitis y
peritonitis, y tiene baja sensibilidad al fluconazol y a la anfotericina B. Presenta dos
variedades: C.guilliermondii var. guilliermondii y C. guilliermondii var membranifacien.
En el medio CHROMAgar Candida, desarrolla una colonia de color rosado-parpura.

Candida parapsilosis es un microorganismo diploide morfolégicamente
caracterizado por células redondeadas, ovales o alargadas y produccién de seudohifases, es
incapaz de formar hifas verdaderas, hay tres especies: Candida parapsilosis sensu stricto,

Céandida orthopsilosis y Candida metapsilosis, con diferencias importantes en cuanto a
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virulencia y susceptibilidad antifungica. C. parapsilosis se encuentra asociada a una amplia
gama de entidades clinicas, desde infecciones superficiales, las cuales afectan
principalmente el lecho ungieal de ufias tanto de manos como de pies, piel, incluso oido

medio, hasta infecciones sistémicas.

3.2.6. Patogenia

La Céandida es un hongo oportunista debido a que su entrada y desarrollo en los
seres humanos parte en gran medida de una alteracién fisiol6gica y una insuficiencia en los
mecanismos de defensa del organismo. En estos procesos inmunoldgicos tienen un papel
importante los linfocitos T estimulados, que son capaces de aniquilar la Candida albicans
y por este motivo es imprescindible el correcto funcionamiento de la inmunidad celular. De
esta forma en la candidiasis cutanea los casos mas simples como la maceracion de la piel
en la zona interdigital, humedad excesiva en el pie y las alteraciones ungueales pueden
provocar ruptura de los tegumentos generando el desarrollo de infecciones micologicas por

Candida.

3.2.7 Clinica
Las infecciones por Candida se producen cuando se rompe el equilibrio entre el
poder patdgeno del hongo y los mecanismos normales de defensa del organismo. Esta
situacién se puede dar cuando se toman antibidticos, pues éstos alteran la flora microbiana
normal ya que eliminan las bacterias habituales y los hongos tienen mas campo para
reproducirse. Otra situacion que facilita las candidiasis son las enfermedades que alteran el
sistema inmunitario por si mismas o debido al tratamiento (como el HIV, el cancer y la

quimioterapia o los trasplantes de 6rganos).
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Las manifestaciones clinicas de las micosis sistémicas oportunistas también son
variables, dependiendo del sitio de entrada del microorganismo y de la enfermedad
subyacente que se presenta como cutaneas, mucosas Y las diseminadas.

Las manifestaciones bucales de la infeccién por el VIH son un componente
fundamental de la progresion de la enfermedad y ocurre en aproximadamente 30 a 40% de
la poblacion de pacientes afectados. Calabuig, Eva, manifiesta “Los factores que
predisponen la expresion de lesiones orales incluyen conteo de CD4 menores de 200
células/mm3, una carga viral mayor de 3000 copias/ml, xerostomia, higiene bucal pobre y
el habito de fumar”.

Las manifestaciones de la candidiasis bucal varian de acuerdo con su género; la
mas comun es la infeccion pseudo-membranosa (conocida también como algodoncillo).
Esta lesion se presenta clasicamente como semiadherida, blanco amarillenta, blanda,
cremosa, con aspecto de gotas y areas de pseudomembranas que confluyen y pueden ser
removidas con una gasa 0 un bajalenguas, dejando una superficie roja sangrante. Estas
lesiones pueden afectar cualquier area de la mucosa bucal, pero es mas frecuente en la
lengua, el paladar duro y blando y la mucosa del carrillo. En cambio, la candidiasis
hiperplasica, conocida también como candidiasis leucoplésica esta caracterizada por placas
blancas que no pueden removerse con una gasa 0 un bajalenguas. Este tipo esta asociado
con supresion severa del sistema inmune y enfermedad por el VIH de larga duracion.

La tercera forma de manifestacion de la enfermedad es la candidiasis eritematosa
(atrofica), que aparece en forma de manchas rojas, visibles durante las etapas iniciales de la
enfermedad por el VIH. Se observa ademas la lesion roja con un epitelio atréfico o sin
éste, por lo que se propone utilizar el término eritematoso y no atrofico. El sitio afectado
con mas frecuencia es el paladar duro y el dorso de la lengua, acompafiado de

depapilacion, aunque también puede verse en la mucosa bucal y en el paladar blando.
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Las candidiasis diseminadas se dan cuando la Céandida penetran en la circulacion
sanguinea, se diseminan por el organismo, pudiendo afectar diferentes O6rganos,
produciendo abscesos en los drganos afectados. Los érganos mas afectados suelen ser el
ojo (la retina), el cerebro, los rifiones y el corazon, pero también se pueden afectar el
higado, el bazo, etc. Las candidiasis diseminadas se favorecen por los siguientes factores:
tratamientos con antibi6ticos y quimioterapia, catéteres endovenosos, catéteres urinarios

permanentes, cirugia abdominal, etc.
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3.3 Candidiasisy VIH/SIDA
La candidiasis ha sido reconocida como la micosis mas frecuente en pacientes con
sida, sin embargo, desde el punto de vista clinico, es menos grave que el resto de las
micosis que afectan a estos pacientes, pues se presenta como candidiasis orofaringea y

esoféagica. (MSP, Guia De Atencion Integral VIH/SIDA, 2010).

La candidiasis oral es la lesion asociada al VIH de mayor predominancia,
apareciendo hasta el 90% de los pacientes VIH/SIDA. (Chauca, 2004) Afecta
principalmente a pacientes en estadios iniciales y finales de la enfermedad.

La candidiasis oral se presenta en 40%-70% de los pacientes y la esofagica en un
12%. Esta ultima es una enfermedad marcadora de SIDA, la presencia de cualquier forma
de candidiasis esta relacionada con contaje de CD4 <200 cél/mm3, por lo tanto, su
presencia en estos casos es indicacion de tratamiento. (MSP, Guia De Atencion Integral
VIH/SIDA, 2010, p 68)

La candidiasis es la infecciéon fangica oportunista mas frecuente en los pacientes
afectados por el VIH/SIDA y tiene una estrecha relacion con el deterioro de la inmunidad
celular, generalmente afecta la piel y las membranas mucosas tales como la boca, la
garganta, el es6fago y la vagina.

La candidiasis es causada principalmente por Candida albicans; sin embargo, estan
implicadas C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei y C. parapsilosis. La candidiasis es
considerada como un marcador temprano de VIH, pero la infeccion puede presentarse en
cualquier fase de la enfermedad.

Las infectadas por el VIH sufren episodios intermitentes de candidiasis, cuya
seriedad va en aumento a medida que deprimen sus sistemas inmunitarios, y en estos casos,

la Candida albicans puede diseminarse por todo el organismo provocando manifestaciones
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pulmonares, digestivas y también septicemias, ocasionando los que se denomina micosis
oportunista.

Desde el primer caso de SIDA detectado se pudo determinar la existencia de
candidiasis oral asociada con dicha patologia. Esta asociacion fue corroborada a medida
que el SIDA se convirtié en epidemia, y es asi que actualmente la candidiasis oral se
manifiesta en un gran porcentaje (aproximadamente el 75 %) de los pacientes que

presentan SIDA. (Palacios, 2011).

3.3.1 Historia del SIDA

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una enfermedad de
transmision mayormente sexual que se debe a una mutacion o cambio en un virus propio
de una especie de mono africano, que pasd a la sangre humana, se ha adaptado,
reproducido y difundido a nivel mundial.

Son dos los retrovirus que producen inmunodeficiencia en los seres humanos, el
mas virulento y extendido es el VIH-1, muy semejante a los virus de inmunodeficiencia de
los simios (VIS). EL VIH-2 es menos virulento y esta extendido principalmente en Africa
Occidental.

La epidemia es reciente, los primeros casos notificados en Africa y Europa datan
de 1959, en nuestras de sangre tomadas en 1959 de un paciente de la RepuUblica
Democratica del Congo y en Norteamérica de 1968, muestras de tejido de un joven de St
Louis quien muri6é 1969 y otra muestra de tejido de un marino noruego quien murié 1976.
En Junio 1981, en EEUU aparecio la epidemia del "Sindrome de Inmunodeficiencia
relacionada con los homosexuales" o denominada “Cancer Gay”, la mayoria de las

personas fallecidas eran varones homosexuales.
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En 1982, el CDC reporta la presencia de la enfermedad en haitianos y
hemofilicos y concluye que el sindrome es trasmitido por agente infeccioso y decide
Ilamarlo SIDA (sindrome inmunodeficiencia adquirida) y comienza a ser considerada
como una epidemia que afectaba no solo a los homosexuales. En Paris, en 1983 el
profesor Luc Montagnier, del Instituto Louis Pasteur de Paris, inicia las investigaciones
con retrovirus humano, de un ganglio extraido del cuello de un estilista francés. En este
mismo afio el Instituto Pasteur en Francia, reporta el aislamiento y la identificacion del
virus que puede ser la causa del SIDA.

En 1983, ya se conoce con extrema certeza que la infeccion y diseminacion se
hace a través de contacto sexual con varones homosexuales, transfusiones sanguineas no
analizadas, uso de drogas endovenosa con agujas Yy jeringuillas contaminadas. También
casos de SIDA fueron reportados en mujeres sin otros factores de riesgo, sugiriendo que la
transmision era a través del sexo heterosexual. Ademas el CDC publica las primeras
recomendaciones de precaucion para trabajadores de salud, para prevenir la transmision.
En 1986 el comité Internacional de Taxonomia de los Virus, recomend6 denominar “Virus
de Inmunodeficiencia Humana” que anteriormente se habia denominado “Virus Asociado

con Linfadenopatia”.

3.3.2 Epidemiologia del SIDA

Tras la aparicion de tratamientos eficaces, la vigilancia epidemioldgica de la
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se ha dirigido no sélo a los
casos del SIDA, sino también a los nuevos casos de personas diagnosticadas infectadas de
VIH. A nivel mundial, la infeccion por el VIH/SIDA constituye en la actualidad una de

las principales causas de morbilidad y mortalidad. EI Programa Conjunto de las Naciones
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Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) estima que, desde el inicio de la pandemia, mas
de 60 millones de personas se han infectado por el VIH, de las que un tercio han fallecido.

En Ecuador, fue en 1984 cuando se reportd el primer caso del Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) (La Hora, 2015), desde este afio hasta el 2010, que
registra un decremento de las defunciones por VIH y un incremento en los casos de VIH y
SIDA debido a una mejor notificacion al Sistema de Informacion.

Segun menciona el informe UNGASS Ecuador 2010, desde el afio 1984 afio en que
se notifico el primer caso de VIH en el Ecuador hasta diciembre de 2009, se han registrado
21.810 personas con VIH y/o SIDA, de las cuales se han reportado 4.970 personas
fallecidas a causa de enfermedades asociadas con SIDA. (UNGASS, 2010)

Segun estadisticas levantadas por el MSP desde 1984 al 2011, la prevalencia de la
enfermedad en la poblacion en general del Ecuador es del 0,24%, con 22.177 casos
registrados de VIH, 9.911 que han desarrollado SIDA 'y 7.031 defunciones.

Segun, el Ministerio de Salud Publica de Ecuador, durante el afio 2011, de los
casos nuevos notificados de VIH, se ha reportado 1010 casos en jovenes entre 15y 29 afios
y, 944 casos en edades de los 30 y 49 afios de un total de 3.438 nuevos casos de VIH
notificados al MSP, es decir, el 56.80% de nuevas notificaciones por VIH corresponde a la
poblacion econdmicamente activa. En el afio 2012 se registraron 24.532 casos de VIH y
10.432 casos de SIDA, lo cual da un total de 34.964 casos de personas afectadas por este
virus. (La Hora, 2012).

En la provincia de Loja, en la clinica de VIH del Ministerio de Salud Publica se
cuenta estadisticamente a un total de 230 pacientes registrados como activos, de los cuales
4 pacientes son casos de VIH y 206 pacientes son considerados como casos de SIDA,

segun clasificacion vigente del CDC. (MSP, Guia De Atencion Integral VIH/SIDA, 2010)
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3.3.3. Sistema de clasificacion para infecciones por VIH

Con el objeto de clasificar a los pacientes por motivos epidemiolégicos, los CDC
(Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades), de Atlanta, EE.UU., realizaron
una clasificacion para infecciones por VIH en adultos y adolescentes mayores de 13 afios

de edad que fue actualizada por Gltima vez en 1993, y que define el caso de SIDA

Segun esta clasificacion todos los pacientes en las categorias A3, B3y C1 a C3 son

considerados como casos de SIDA.

Categorias clinicas

A

Asintomatico o

Categorias segun c

CD4 linfadenopatia persistente Sintomatico Evento definitorio de
generalizada o infeccion (No ani C) SIDA

aguda por VIH

> 500 cél/ mm?® Al B1 C1
2 200- 499 cél/ mm® A2 B2 C2
3 |<200 cél/ mm?® A3 B3 C3

Grafico 1. Sistema de clasificacion para infecciones por VIH en adultos y adolescentes
mayores de 13 afios de edad. (MSP, Guia De Atencién Integral VIH/SIDA, 2010, p 68)

Categoria A

El paciente esta clinicamente asintomatico y generalmente sin mayores hallazgos al
examen fisico, excepto en algunos casos Linfadenopatia generalizada persistente (LGP), la
cual se define como la afectacion de dos cadenas ganglionares no contiguas fuera de las

inguinales. En esta categoria se incluye también la infeccién (primaria) aguda por VIH.
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Categoria B

Sintomas de infeccion documentada por VIH y sintomas no incluidos en la

categoria C, que cumplan al menos uno de los siguientes criterios:

« Las condiciones son atribuibles a la infeccién por VIH o son indicadoras de un defecto de

inmunidad celular.

* Las condiciones con curso clinico o manejo complicado por la infeccioén por VIH.

Entre las condiciones de la categoria clinica B se incluyen (aunque no se limitan a ellas) las

siguientes:

1. Angiomatosis bacilar.

2. Candidiasis orofaringea.

3. Vulvovaginitis candidiasica persistente, frecuente o de pobre respuesta a terapia.

4. Displasia cervical (moderada o severa), carcinoma cervical in situ.

5. Sintomas constitucionales tales como fiebre (38,5 °C) o diarrea de duracién mayor de un
mes.

6. Leucoplasia vellosa.

7. Virus herpes zoster implicando al menos dos episodios distintos 0 mas de un
dermatoma.

8. Purpura trombocitopénica idiopatica.

9. Listeriosis.

10. Enfermedad inflamatoria pélvica particularmente si estd complicada con abscesos tubo-
OVAricos.

11. Neuropatia periferica.
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Categoria C

Eventos definitorios de sida para adultos

Candidiasis de esofago, traquea, bronquios o pulmones.

Cancer cervical invasivo.

Coccidioidomicosis extrapulmonar.

Criptococcosis extrapulmonar.

Criptosporidiasis con diarrea mas de 1 mes.

Enfermedad por Citomegalovirus no localizada en higado, bazo y sistema ganglionar.
Bronquitis, neumonitis o esofagitis o Ulceras cutaneas cronicas por herpes simplex (mayor
de 1 mes).

Histoplasmosis extrapulmonar.

Demencia asociada al VIH.

Sindrome de desgaste: pérdida de peso > 10% del habitual, mas diarrea crénica (méas de 2
deposiciones diarreicas durante mas de 30 dias) o astenia crdnica y fiebre de origen
desconocido por mas de 30 dias.

Isosporidiasis con diarrea mas de 1 mes.

Sarcoma de Kaposi en pacientes menores de 60 afios.

Linfoma no Hodgkin o a células B o de un fenotipo inmunoldgico desconocido, linfoma
primario de cerebro o sarcoma inmunoblastico.

Micobacteriosis por M. avium o M. kansasii diseminada.

Tuberculosis pulmonar o extrapulmonar.

Neumonia por Pneumocystis carinii (actualmente llamado P jiroveci).

Neumonia bacteriana recurrente, mas de 2 episodios en 1 afio.

Leucoencefalopatia multifocal progresiva.
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Sepsis por Salmonella (no typhi) recurrente.
Estrongiloidosis extraintestinal.

Toxoplasmosis de drganos internos (cerebral).

3.3.3 Candidiasis oral en pacientes con infeccion por VIH

Desde el inicio de la pandemia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), la candidiasis oral se mostré como un indicativo importante de la infeccién por
VIH y progresion del SIDA. La candidiasis ha sido reconocida como la micosis méas
frecuente en pacientes con sida, sin embargo, desde el punto de vista clinico, es menos
grave que el resto de las micosis que afectan a estos pacientes, pues se presenta como
candidiasis orofaringea y esofagica. La candidiasis oral se presenta con mayor frecuencia
en los pacientes infectados por el VIH con un bajo recuento de linfocitos CD4 <200
cél/mma3, presentandose en 40%-70% de los pacientes y la esofagica en un 12%. (MSP,
Guia De Atencion Integral, 2010, p 68)

Candida albicans es la especie que mas comdnmente se aisla, no obstante, se han
aislado otras especies en pacientes infectados por VIH como C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii o dubliniensi. Candida albicans con mayor
frecuencia es la causante de candidiasis eritematosa, la pseudomembranosa y la queilitis
angular entre los pacientes infectados por el VIH.

La candidiasis pseudomembranosa (aguda o cronica) también conocida con el
término de Candidiasis Atrofica Aguda o Muguet, esta candidiasis es la forma mas clasica
de las infecciones producidas por la Candida en individuos infectados por el VIH y es
significativamente mas frecuente en pacientes con recuentos inferiores a 200 CD4/ul.
Clinicamente se caracteriza por la presencia de manchas o parches en la mucosa de color

crema, blanco perlado o blanco azuloso; las lesiones semejan leche cuajada o un exudado
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parecido al algodon (algodoncillo). Las lesiones suelen afectar todas las areas de la mucosa
yugal, paladar y lengua. Son de corta evolucion y duran hasta cuatro semanas. Suele haber
edema y microabscesos en el tejido subepitelial.

La candidiasis eritematosa (aguda o crénica) también es conocida con el término
“Boca dolorosa asociada al uso de antibidticos” o “Lengua Antibidtica”, por su aparicion
como resultado del uso de antibidticos de gran espectro. Es la forma clinica mas comun
entre las personas infectadas por VIH. Clinicamente se aprecian areas eritematosas,
principalmente en el dorso lingual y paladar duro. Esta forma es mas comun en los estadios
iniciales de la infeccion por el VIH, con recuentos de CD4 superiores a 200 cél/pL.

La queilitis angular es una patologia labial que muestra un enrojecimiento de las
comisuras con aparicion de grietas o fisuras y formacion de costras, generalmente bilateral.
En muchas ocasiones se trata de una infeccion mixta por Candida y bacterias como
Staphylococcus aureus y Streptococcus. La queilitis es la tercera forma mas comun de
candidiasis, suele ser cronica y recidivante en estos pacientes. Clinicamente, la Quelitis
angular se manifiesta como una lesién eritematosa y fisurada que son resultado de una
maceracion causada por fisuras o pliegues profundos y oclusivos de la piel ubica dos en
uno o ambos angulos bucales o comisuras labiales junto con formacién de costras, por la
salida de la saliva infectada con Candida.

Ademas, se han descrito otras formas clinicas de candidiasis orales asociadas en
estos pacientes, como la candidiasis hiperplasica forma controvertida y dificil de

diferenciar de la leucoplasia. (Aguirre, 2004).
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3.4 Pruebas de identificacion para candida

Los métodos tradicionales para la identificacion de levaduras se basan en la
determinacion de sus caracteristicas morfologicas y de sus requerimientos nutricionales,
para lo cual se utilizan técnicas laboriosas que insumen mucho tiempo, métodos
comerciales algunos automatizados, basados en la actividad enzimética de las levaduras,
los que muestran buena especificidad y reproducibilidad.

Debido a que estos organismos levaduriformes forman parte de la flora normal de
piel y mucosas, el diagnostico debe estructurarse conjuntamente con las manifestaciones
clinicas y la respuesta al tratamiento.

La toma de muestras se lleva a cabo de diferentes maneras: frotis directo con
torunda estéril, enjuague bucal con solucién salina (para cuantificacion), impregnacion con
un cuadrado de espuma estéril (para cuantificacion), biopsia (en candidiasis hiperplasica y
esofagitis). La identificacion de las levaduras se puede llevar a cabo atendiendo a cuatro

criterios diferentes: morfoldgicos, bioquimicos, inmunoldgicos o genéticos.

3.4.1 Pruebas macroscopicos

Estas pruebas macroscopicas se basan en los criterios de las colonias de levaduras
al crecer en los diferentes medios de cultivo como forma, consistencia, color.
La mayoria de los organismos levaduriformes crecen facilmente en un gran nimero de
medios de cultivo (agar sangre, agar chocolate, agar Cled, etc.). Sin embargo, el agar
glucosado de Sabouraud (SDA), con o sin antibidticos afiadidos, es el medio de
aislamiento por excelencia para la identificacion de levaduras. Por lo general las colonias
de levaduras no desarrollan micelio aéreo, aunque en ocasiones pueden aparecer
prolongaciones aracneiformes en la periferia de las colonias, y debe considerarse de que se

trate de un hongo dimorfo. En el medio SDA las colonias de levaduras suelen ser
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completas, ligeramente abombadas o planas, de consistencias mantecosas, lisas 0 rugosas,

con olor dulzén agradable.

3.4.2 Pruebas Microscépicos.

Ciertas caracteristicas microscopicas son muy Utiles para la identificacion de
algunas especies de levaduras, entre las pruebas mas utilizadas en la préctica para la
identificacion de las levaduras son las siguientes:

3.4.2.1 Prueba del tubo germinal.

El tubo germinal es una extension filamentosa de la levadura, sin estrechamiento en
su origen, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su longitud tres o cuatro
veces mayor que la célula madre. Es una prueba util para diferenciar C. albicans, C.
dubliniencis del resto de las especies de Candida.

Solo C. albicans es capaz de producir verdaderos tubos germinales; sin embargo,
otras especies como C. tropicalis pueden producir pseudohifas precoces de aspecto similar
a los tubos germinales.

Se realiza a partir de una colonia fresca (24-48 h de crecimiento) utilizando plasma
fresco o suero humano con glucosa incubando a 37 °C por maximo 3 horas. EI tubo
germinal es una extension filamentosa de la levadura, sin estrechamiento (constriccion) en
su sitio de union con la blastoconidia, que da lugar a hifas verdaderas.

Solo C. albicans y C. dubliniensis son capaces de producir verdaderos tubos
germinales; sin embargo, otras especies como C. tropicalis pueden producir seudohifas de
aspecto similar a los tubos germinales pero con blastoconidias mas grandes que las de C.
albicans.

Para considerar una prueba como positiva deben observarse mas de 5 tubos

germinales. Esta es prueba presuntiva ya que no todos los aislamientos de C. albicans son
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tubo germinal positivo y también se presentan falsos negativos (hasta 5% C. albicans son
negativas). Ademas de la técnica con suero, el test puede realizarse utilizando otros
medios de cultivo:

a. Plasma de conejo: Berardinelli y Opheim, describieron un medio de induccion de tubos
germinales constituido por tres partes de coagulasa plasmatica de conejo con EDTA y dos
partes de caldo Try-Soy (Scott Laboratories, Inc). La inoculacién, incubacion e
interpretacion son similares a la técnica con suero

b. Medio de cultivo sélido Oxgall-Tween-acido cafeico (TOC):

La utilizacion de este medio permite la visualizacion del tubo germinal y también
de clamidosporas. Para su realizacién se estria una pequefia porcién de la colonia sobre al
agar TOC y a continuacion se coloca con suavidad un cubre-objetos estéril (flameandolo
suavemente) sobre la superficie inoculada. Se incuba a 35°C, en 10% de CO2, durante 2
horas, manteniendo la tapa de la placa ligeramente abierta para que todo el cultivo sea
alcanzado por el CO2. La prueba es positiva si se visualizan los tubos germinales en la

zona de inoculacion a bajo aumento (x100- x400)

3.4.2.2 Formacion de hifas, blastoconidias, clamidosporas y artrosporas.

La formacion de hifas, blastoconidias, clamidosporas o artrosporas por parte de las
levaduras constituye una caracteristica morfoldgica para la identificacion de algunas
especies de levaduras.

Ante la formacion de hifas, lo primero que hay que determinar es si se trata de
pseudohifas o hifas verdaderas. Si se comprueba la presencia de pseudohifas y
blastoconidias la levadura a identificarse pertenece a alguna especie del género Candida.
Si por el contrario, se observa hifas y artroconidias, lo mas probable es que se trate de

especies de Trichosporon, Geotrichum, Galactomyces o Blastoschizomyces.
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La formacion de Clamidoconidias es caracteristica y diagnostico de C. albicans,
son de forma redondas u ovales, de 6-12 um de diametro y pared gruesa, con aspecto de
esporas, presentes en las pseudohifas. Pueden ser laterales o terminales, en acimulos,
pares o tripletas. Esta prueba se realiza en medios pobres como cornmeal, papa zanahoria,
agar caseina, agar tomate, agar tabaco, tween 80 entre otros, incubados por 72 horas a

25°C.

3.4.3 Identificacion mediante pruebas bioquimicas

3.4.3.1 Pruebas bioguimicas enzimaticas: Medios cromogénicos

Los agares cromogénicos son medios selectivos y diferenciales. Contienen como
base glucosa y peptona, la selectividad es dada por el cloranfenicol, contiene una mezcla
de sustratos cromogenos que liberan unos componentes coloreados diferentes cuando son
degradados por enzimas especificas producidas por ciertas especies de Candida.

3.4.3.1.1. CHROMAgar Candida

El medio CHROMAgar Candida descrito por Odds. y Barnaerts en 1994, uno de los
primeros en salir al mercado, ha mostrado una gran sensibilidad y especificidad en la
identificacion en especies de Candida en funcién de los colores que desarrollan en este
medio. La especificidad y la sensibilidad para C.albicans, C.tropicalis y C.krusei superan
el 99% (Odds y Bernaerts 1994). (CHROMagar TM Céandida). Este medio permite el
desarrollo de las especies mas comunes de Candida y hongos levaduriformes mediante la
formacion de colonias coloridas diferenciadas: C. albicans produce colonias lisas y de
color verde esmeralda; C. dubliniensis color verde oscuro y que, ademas, es incapaz de
crecer a 45 °C, C. tropicalis produce colonias azul oscuro con un halo parpura-marrén en

el agar que la rodea, C. krusei forma colonias rugosas con el centro rosado y el borde
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blanco, C. glabrata produce colonias de color violeta 0 morado, otras especies de Candida

spp. (blanco-crema), Trichosporon spp. (azul-gris) y Geotrichum spp. (Violeta).

3.4.3.2 Deteccion de enzimas

3.4.3.2.1 Prueba de urea.

Esta prueba mide la capacidad de la levadura de hidrolizar la molécula de Grea en
dos moléculas de amonio por la accion de la enzima ureasa; esto genera un incremento del
pH del medio y en consecuencia el cambio de color de naranja a fucsia. Esta enzima por lo
general esta ausente en el grupo de los Ascomycetes, pero esta siempre presente en los
Basidiomycetes, permite diferenciar los géneros Cryptococcus, Trichosporon vy
Rhodotorula, los cuales son ureasa positivos, de Candida y Geotrichum que son negativos
a este ensayo, y algunas como C. krusei, puede presentarla como positiva o0 no presentarla.
(Linares, 2007)

3.4.3.2.2 Actividad de fenol-oxidasa.

Esta actividad se produce en presencia de sustratos orto-fendlicos como acido
caféico o bilis esculina, los cuales son hidrolizados; los productos reaccionan con las sales
de Fe+3 dando como resultado un pigmento oscuro o negro, indicativo de la positividad de
la prueba. C. neoformans, la especie mas patdgena de este género, tiene la capacidad de
producir esta enzima, sin embargo, esta puede ser variable en las otras especies del género.

(Ministerio de salud- Peru, 2007)

3.4.3.3 Identificacion basada en métodos de asimilacion de nutrientes.
3.4.3.3.1. AUXACOLOR:
Se fundamenta en la aplicacion por separado de diferentes nutrientes,

hidrocarbonados o nitrogenados, sobre un medio sintético base para apreciar el crecimiento
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selectivo de una levadura en la cercania de los nutrientes necesarios para su desarrollo.
Para su realizacion pueden emplearse soluciones acuosas, cilindros de Oxford en pocillos
hechos en el agar o bien discos de papel absorbente empapados con el nutriente. En la
galeria Auxacolor (Bio-Rad) se basa en la asimilacion de los azucares, se visualiza por el
cambio de un indicador de pH. Ademas, incluye 3 pruebas enzimaticas entre las que se
encuentra un test de deteccion de la actividad fenoloxidasica de Cryptococcus neoformans.
(BIO-RAD, Auxacolor)

3.4.3.3.2. Medios de cultivo base.

Estos medios de cultivo se prepararan segun la técnica habitual y no necesitan
ajustar el pH, como substrato de nitrogeno se suele emplear peptona, asparagina, urea,
sulfato amdnico, nitrato de potasio y aminoacidos diversos. Se expenden deshidratados
como medio base de levaduras. Los mas utilizados son los siguientes:

1. Medio sin carbono. Sulfato amonico (5 g/l), Fosfato monopotasico (1 g/l), Sulfato de
magnesio (0,5 g/l), Agar (20 g/l).
2. Medio sin nitrogeno. Glucosa (20 g/l), Fosfato monopotasico (1 g/l), Sulfato de
magnesio (0,5 g/l), Agar (20 g/l).

3.4.3.3.3. Sistema UNI-YEAST-TEK:

El sistema Uni-Yeast Tek (Remel) esta constituido por una placa plastica con
multiples compartimentos que contienen un medio con agar para la asimilacién diferencial
de siete hidratos de carbono. También incorpora una cubeta central con agar harina de
maiz-Tween 80 para determinar el crecimiento micelial y la produccion de clamidosporas.
Ademas, esta provisto de agar urea, agar para la asimilacion y reduccion de nitratos y de un
caldo con extracto de carne al 2,6% (con 0,05% de glucosa) para realizar la prueba del tubo

germinal. (Linares, 2007)
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3.4.3.4 Sistemas semiautomaticos y sistemas automaticos

3.4.3.4.1 Sistemas semiautomaticos.

En la actualidad se han comercializado diversos semiautomaticos de asimilacion de
nutrientes que simplifican tanto su uso como su interpretacion. Entre las pruebas
principales esta APl 20 C AUX, Galeria ID 32C.

APl 20 C AUX (bioMérieux) se compone de 20 cupulas con sustratos
deshidratados que permiten realizar 19 pruebas de asimilacién. Las cupulas se inoculan
con un medio minimo semisélido y las levaduras s6lo se reproducen si son capaces de
utilizar el sustrato correspondiente. Permite identificar un total de 34 especies diferentes.
La lectura de estas reacciones se hace por comparacion con un control de crecimiento y la
identificacion se obtiene, a partir de un cdédigo numérico, mediante un catalogo analitico o
un programa informatico. (Linares, 2007)

La galeria ID 32 C (bioMérieux) estd compuesta por diferentes pruebas de
asimilacion y por una base de datos especialmente adaptada. Permite identificar 63
especies diferentes de organismos levaduriformes o relacionados y puede ser utilizada
manualmente o bien de forma automatizada mediante los sistemas ATB Expresién o mini
API. La galeria se compone de 32 cupulas: 29 contienen cada una un sustrato carbonado
deshidratado, 1 es el control negativo, 1 detecta la sensibilidad a la cicloheximida y la

Gltima es una prueba colorimétrica para la esculina. (Linares, 2007)

3.4.3.4.2 Métodos Automatizados.

Son métodos de identificacion rapida basados en ensayos de asimilacion de
carbohidratos y otras pruebas bioguimicas, los cuales se encuentran estandarizados y
simplificados en forma de sustratos liofilizados. A diferencia de las pruebas

convencionales, que pueden tomar entre 2-20 dias, el sistema automatizado permite la
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identificacion de la levadura en un lapso de 24-48 horas y los resultados pueden ser leidos
en forma manual o automatica a través de un Software. Entre estos sistemas podemos
mencionar el APl Candida, API-ATB, ID 32C, APl 20C, Vitek Systems, Baxter
MicroScan System y otros:

El sistema Vitek 2 (bioMérieux) es un sistema totalmente automatico para la
deteccion del metabolismo fungico que puede identificar levaduras y organismos afines en
solo 15 horas. Esté basado en tecnologia de fluorescencia y se compone de las tarjetas de
analisis con 63 pocillos, una consola satélite para la recogida de informacion, un médulo
incubador, un médulo principal donde se procesa la informacién en el software de analisis.
Permite la identificacion de 51 especies diferentes, incluida C. dubliniensis

El sistema Biolog YT MicroPlate (Biolog) permite la identificacion de organismos
levaduriformes mediante 94 pruebas bioquimicas, llegando dentificar hasta un total de 267
especies diferentes pertenecientes a 53 géneros.

El Rapid Yeast Identification Panel MicroScan (Dade Behring) es un metodo
automatizado para la identificacion rapida de 40 especies de levaduras y otros
microorganismos afines. Se basa en la utilizacion de pruebas convencionales y
cromogénicas en una placa de microdilucion de 96 pocillos que utiliza 27 sustratos
deshidratados.

El RapID Yeast Plus System (Innovative Diagnostic Systems) es un sistema
compuesto por un panel de 18 pocillos; cada uno contiene un sustrato convencional o
cromogénicos que detecta la asimilacion de carbohidratos, &cidos organicos o aminoacidos,
asi como la hidrdlisis de la urea y de acidos grasos. Permite identificar hasta 43 especies

diferentes de levaduras.
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Fungiscreen 4H (BIO-RAD) es un sistema basado en el estudio del perfil
enzimatico de algunas levaduras, permitiendo identificar en 4 horas C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis y C. neoformans.

Krusei-Color (Fumouze).Es un método para la identificacion de aislamientos de C.
krusei por aglutinacion de particulas de latex, mediante un anticuerpo monoclonal
especifico que reacciona especificamente con el antigeno localizado en su pared.

Bichro-Dubli (Fumouze) es un método para la identificacion rapida de C.
dubliniensis basado en la coaglutinacion de blastosporas de esta especie con particulas de
latex recubiertas con anticuerpos monoclonales, el cual permite la deteccidn especifica de
un antigeno de C. dubliniensis localizado en la superficie de la célula. La emulsion de
colonias de C. dubliniensis en el reactivo Bichro-Dubli revela una coaglutinacion, visible a
simple vista, entre las blastosporas que portan el antigeno y las particulas de latex
sensibilizadas con anticuerpos monoclonales, aglutinados azules que progresivamente se
extienden hacia la periferia, formando un borde azul alrededor de un &rea central roja/rosa.

(Cuenca, 2006).

3.4.3.5 ldentificacion mediante criterios Inmunoldgicos.

Las técnicas seroldgicas siguen siendo una herramienta de gran valor en el
diagnostico de las micosis profundas, para la deteccion de antigenos o anticuerpos. Estos
ensayos, han sido aplicados en el diagnostico e identificacion rapida de hongos con el uso
de anticuerpos monoclonales 0 monoespecificos por ensayos de inmunodifusion doble,
inmunofluorescencia, aglutinaciéon, ELISA e inmunoperoxidasa. Hoy en dia disponemos
de pruebas comerciales rapidas y de facil ejecuciéon como Bicholatex Albicans y Krusei
color (Francia), consistentes en particulas de latex sensibilizadas con anticuerpos

monoclonales que reaccionan en forma especifica con antigenos de superficie de la
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levadura. Otras técnicas también estdn disponibles en el mercado para diagnostico e

identificacion rapida del agente causal.

3.4.3.6 Estudios de Biologia Molecular

Son herramientas de alto potencial tanto para el diagndstico como para la
identificacién y clasificacion taxondmica de microorganismos. Estos ensayos estan
basados en el analisis de secuencias de ADN genoémico, con el uso de secuencias cortas

especificas de oligonucleédtidos con técnicas de PCR y PCR-EIA.

Muchos reportes han demostrado la aplicacion de las técnicas moleculares en la
identificacion de hongos filamentosos y levaduras. Hoy en dia se han evaluado pruebas de
ADN con secuencias especie-especifica, derivadas de la region variable de la subunidad
mayor 26S ribosomal del DNA para la identificacion de las especies de Candida por PCR,
asi como también secuencias cortas de oligonucle6tidos, que identifican y discriminan a

través de PCR a C. albicans y C. dubliniensis.

Las técnicas de biologia molecular tienen la gran ventaja de ser especificas,
sensibles y eficientes, permiten diferenciar especies muy relacionadas entre si desde el
punto de vista taxonémico, asi como la identificacion en un corto periodo de tiempo, de
hongos que desarrollan pocas o ninguna estructura fructifera. Sin embargo, debido a
exigencias de costo, infraestructura y experiencia técnica requerida, estan en el presente,

maés disponibles en laboratorios de referencia que de rutina.
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4. Materiales y Métodos.

4.1 Lugar de la investigacion

Se llevé a cabo en la Provincia de Loja, Cantdn Loja, en el Hospital Regional
“Isidro Ayora” (HRIA), en la Unidad de Atencion Integral a personas viviendo con
VIH/SIDA, con la participacion voluntaria de los pacientes con infeccion de VIH y SIDA

que se encuentran registrados en este departamento.

4.2. Periodo de la investigacion

La investigacion se realizo en los meses mayo a julio 2014.

4.3. Recursos Humanos y Fisicos

a. Recursos Humanos

Tutor de la tesis

El autor

Personal del Laboratorio de microbiologia

Pacientes ambulatorios y hospitalizados

b. Recursos fisicos:

Aplicadores de dacrén.

Tubos de ensayo.

Cajas de Petri

Asas microbioldgicas.



Agar Dextrosa Sabouraud cloranfenicol (SDS)

CHROMAgar Candida

Balanza analitica

Estufa de Laboratorio

Cabina de Bioseguridad

Autoclave.

Computadora.

Impresora

Materiales de impresion.

4.4 Universo y Muestra.

4.4.1. Universo
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Se incluyd las muestras de los pacientes ambulatorios y hospitalizados con VIH y

pacientes con SIDA, que se encuentran registrados como activos en la Unidad de Atencion

Integral a personas viviendo con VIH/SIDA del hospital regional “Isidro Ayora” de Loja,

durante el periodo mayo a junio 2014.

4.4.2, Muestra

La muestra de este estudio estuvo constituida por las muestras de todos los

pacientes con VIH y pacientes con SIDA ambulatorios y hospitalizados, que se encuentran

registrados como activos en la Unidad de Atencion Integral a personas viviendo con
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VIH/SIDA del Hospital Regional “Isidro Ayora” de Loja, durante el periodo mayo a junio

2014.

Criterios de Inclusion:

1.- Encontrarse registrado en la Unidad de Atencion Integral a personas viviendo con

VIH/SIDA, del Hospital Regional “Isidro Ayora” de la Ciudad de Loja.

2.- Tener historia clinica correspondiente en la Unidad de Atencion Integral a personas

viviendo con VIH/SIDA

3.- Tener los datos completos debidamente registrados en la Historia Clinica.

4.- Paciente que reciba toda la informacion necesaria tanto verbal como documentacion
escrita, sobre el estudio a realizarse, se informe y aclare todas sus dudas que existieran

sobre la realizacion del estudio.

5.- Paciente o representante legal que autorice la realizacion de las pruebas, a través de

consentimiento informado y firmado, de manera voluntaria.

Criterios de Exclusién:

1. Paciente que no pertenezca a la Unidad de Atencién Integral a personas viviendo con

VIH/SIDA del Hospital Regional “Isidro Ayora” de la Ciudad de Loja.

2.- Participantes cuyos datos de control médico no se encuentren registrados en la Historia

Clinica.

3.- Todos aquellos pacientes que no autoricen a través del consentimiento informado o no

acepten la realizacion de la pruebas.
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4.5 Métodos.

Los métodos empleados fueron: el método inductivo, deductivo, analitico
explicativo, estadistico; ademéas para la elaboracion del analisis se usé el método

descriptivo.

Para identificar los serotipos de Candida se realizaron cultivos en Agar Dextrosa
Sabouraud-Cloranfenicol y cultivos mediante agotamiento de estrias en CHROMAgar
Céndida, para identificar los serotipos de Candida presentes en la muestras y se

confirmaron mediante Espectrometria de Masas (MALDI-TOF)

4.5.1 Técnicas e instrumentos.

En la investigacion realizada se emplearon las técnicas de tipo documental y
técnicas de campo. Las técnicas de tipo documental que se emplearon fueron: el fichaje,
lectura cientifica, redaccién en la recopilacion bibliogréfica mediante fichas textuales, de
resumen y mixtas. Dentro de las técnicas de campo se utilizd la observacion, entrevista,

encuesta, mediante una hoja de recoleccion de datos disefiada para el efecto. (Ver anexo 1)

4.6 Tipo de Investigacion

El presente trabajo investigativo fue: de caracter exploratorio, descriptivo,

prospectivo.

4.7 Disefio de Investigacién

El presente estudio es de caracter longitudinal, que se llevé a cabo en la Unidad de
Atencion Integral a personas viviendo con VIH/SIDA del Hospital Regional “Isidro

Ayora” de la ciudad de Loja durante el periodo Mayo a Junio 2014, con la respectiva
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autorizacion del director de la Unidad de Atencién Integral a personas viviendo con

VIH/SIDA 'y la direccion médica del Hospital.



5. Resultados y Discusion

5.1 Resultados

Grafico 1.

Cultivos realizados: resultados positivos en relacién a casos negativos

VARIABLE Nro. de casos %
Cultivos Positivos 31 27
Cultivos negativos 84 73
TOTAL 115 100
Total de Cultivos
Cultivos positivos- Cultivos negativos
m Cultivos
Positivos
Cultivos
Negativos

Fuente: Resultados de Investigacion
Elaborado por: Angel Pacheco Poma.
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Del total de 115 casos se obtuvo un 27% (31 cultivos) de casos positivos para crecimiento

de Candida y un 73% (84 cultivos) de casos negativos.



Grafico 2.

Serotipos de Candida bucal identificados.

VARIABLE: Serotipos de Candida Nro. de casos %
C. albicans 23 74
C. glabrata 4 13
C. krusey 1 3
C. guillermondi 1 3
C. parapsilosis 1 3
C. pararugosa 1 3
TOTAL: 31 100

., 3% 3%

Serotipos de Candida

® C. albicans

m C. glabrata

m C. krusei

m C. guilliermondii
m C. parapsilosis

= C. pararugosa

Fuente: Resultados de Investigacion
Elaborado por: Angel Pacheco Poma.
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Los serotipos de Candida identificados dan como resultado el 74% (23 casos) de Candida

albicans constituyéndose el serotipo mas frecuente, seguido de los siguientes serotipos en

menor frecuencia de Candida glabrata 13% (4 casos), Candida krusei 3 % (1 caso),

Candida guilliermondii 3 % (1 caso), Candida parapsilosis 3 % (1 caso), y Candida

pararugora 3 % (1 caso).
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Grafico 3.

Casos de Candida segun edad.

VARIABLE: Afos Nro. de casos %
<1 0 0
la4d 0 0
5al4d 0 0
15a24 3 10
25a34 9 29
35a44 12 39
45a54 5 16
55 a 64 0 0
65 y mas. 2 6
TOTAL: 31 100

Casos de Cultivos positivos
Segun edad

m<1
mla4d
m5a3l4
m15a 24
m25a34
m 35344
45a 54
55a 64
65y mas.

Fuente: Resultados de Investigacion-
Elaborado por: Angel Pacheco Poma.

Los resultados de Candida presentados en relacion por edad de los pacientes, indica que el
rango de 35 — 44 afios se presenta como el grupo mas afectado por Candida con un 36%,
seguido del rango de 25- 34 afios en 30 %, en menor frecuencia de afectacion los rangos de
45- 54 afios con 17%, el rango de 15 a 24 afios se presentan con un 10% de afectacion y en

menor frecuencia de presenta el 7% en el rango de 65 y mas afios.



Grafico 4.

Casos de Candida segun sexo.

VARIABLE: Sexo Nro. de casos %
Hombre 24 77
Mujer 7 23
TOTAL: 31 100

Casos de Cultivos Positivos
Seguln sexo

® masculino

= femenino

Fuente: Resultados de Investigacion
Elaborado por: Angel Pacheco Poma.
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Los casos de Candida presentados en relacion a sexo, determina que el sexo masculino es

grupo mas afectado por Candida con un 77% en relacion al grupo femenino con un 23% de

afectacion.



Grafico 5.

Casos de Candida segun niveles de CD4

VARIABLE: Nivel de CD4 Nro. de casos %
> 500 cél/ mm® 8 31
200- 499 cél/ mm’ 8 31
<200 cél/ mm’ 10 38
TOTAL: 26 100

Casos de Cultivos Positivos
Segun Niveles de CD4

m > 500 célf mm3

= 200- 499 cél/ mm3

< 200 célf mm3

Fuente: Resultados de Investigacion
Elaborado por: Angel Pacheco Poma.
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Los resultados de Céandida presentados en relacion a los niveles de CD4, determina que la

presencia de Candida afecta principalmente a las personas que presentan niveles de CD4 <

200 cél/ mm? con un 38% de afectacion, seguido en menor frecuencia con un 31% las

personas que presentan niveles de CD4 de 200- 499 cél/ mm®y el grupo de pacientes que

presenta niveles de CD4 > 500 cél/mm? presenta igualmente 31% de afectacién por

Candida
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5.2. Discusion

El estudio fue realizado a una muestra de 115 pacientes con infeccion por VIH (1
caso) y SIDA (114 casos), con caracteristicas de edad, sexo, pacientes ambulatorios y
pacientes hospitalizados de la Unidad de Atencidn Integral a personas viviendo con
VIH/SIDA del Hospital Regional “Isidro Ayora” de la Ciudad de Loja.

Los personas segun la clasificacion del CDC (1993) se distribuian en todas las
categorias clinicas y de recuentos de los linfocitos CD4, entre pacientes asintomaticos
(categoria A) y sintomaticos (categoria B y C), todos se encontraban acudiendo
normalmente a los controles de CD4 y carga viral, la misma que dentro del programa del
VIH/SIDA del MSP, las realizan cada 6 meses o de ser necesario lo realizan antes de este
periodo segun criterio médico y asisten a control médico mensual o bimensual y todos se
encontraban recibiendo sus tratamientos antirretroviral, de acuerdo a lo normativa vigente
del MSP. (MSP, Guia De Atencion Integral VIH/SIDA, 2010).

En el estudio realizado a un total de 115 casos se obtuvo un 27% (31 cultivos) de
casos positivos para crecimiento de Candida y un 73% (84 cultivos) de casos negativos,
identificando a la Candida albicans como el serotipo mas frecuente 74% (23 casos) que se
presenta en los cultivos positivos, seguido en menor frecuencia de los serotipos como
Candida glabrata 13, 3%, Céandida krusei 3%, Candida guilliermondii 3%, Candida
parapsilosis 3% y Candida pararugora 3%.

Este resultado concuerda con los resultados obtenidos por Mendoza, M (2005) en
cuando a la prevalencia de Candida albicans quien obtuvo como resultado la presencia
entre el 60-70% de C. albicans en los aislamientos clinicos. También se relaciona con el
realizado en el afio 2012, Castrillo, S; Castrillo, M; Alvares, M; Castrillo, N, en el
obtuvieron como resultados el aislamiento de Candida albicans 66,6 % constituyéndose el

serotipo méas frecuente, y en el mismo afio Gaitan (2012) realizd6 un estudio para
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determinar la frecuencia de Candida en cavidad bucal en 60 nifios mexicanos con
VIH/SIDA identificando que el 51,7% son portadores asintomaticos de Candida albicans.
El resultado obtenido en la investigacion realizada concuerda con los estudios previos al
determinar que el serotipo Candida albicans es el de mayor frecuencia.

Relacionado con la edad, en el rango de 35 a 44 afios presentaron
predominantemente los cultivos positivos para Candida en cavidad bucal, determinando a
este rango de edad como el grupo etario més afectado por Candida.

En relacion con la presencia de la Candida y el género, el masculino se presentd
con 77% (23 casos) y el femenino con 23% (7 casos), observandose predominancia del
masculino, constituyéndose en un dato no significativo, porque la mayoria de los pacientes
registrados en la Unidad de Atencién Integral a personas viviendo con VIH/SIDA del
Hospital Regional “Isidro Ayora" de la Ciudad de Loja, son de sexo masculino (74%)
(Archivo: Unidad de Atencion Integral a personas viviendo con VIH/SIDA).

En cuanto al grupo de afectacion de pacientes con VIH en relacion a pacientes con
SIDA, no se logro realizar por cuanto el grupo investigado en un 99% esta integrado por
pacientes considerados como casos de SIDA segun clasificacion de CDC, y el 1 %
corresponde a pacientes clasificados como casos de VIH. (MSP, Guia De Atencién

Integral VIH/SIDA, 2010)

Los casos de Candida presentados segun los niveles de CD4 determina que la
presencia de Candida afecta principalmente a las personas que presentan niveles de CD4 <
200 cél/ mm? con un 38% de afectacion, seguido en menor frecuencia con un 31% las
personas que presentan niveles de CD4 de 200- 499 cél/ mm?®, determinandose que la
Céandida afecta principalmente a los pacientes que presentan niveles de CD4 < 200 cel/

mm?®, estos datos se relacionan y concuerdan con la bibliografia consultada. Lo cual apoya
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la afirmacion de que su presencia afecta mas a las personas que presentan niveles de CD4
< 200 cél/ mm*® (MSP, Guia De Atencion Integral VIH/SIDA, 2010). Segln, Choappa
(2013) en pacientes con VIH y SIDA la Candidiasis orofaringea es la infeccion oportunista
méas comun en estadios iniciales y finales de la enfermedad, presentandose en un 75% de
los pacientes infectados, la que ocurre principalmente cuando el nimero de linfocitos

TCDA4+ es inferior a 500 cel/ mm?*

Del anélisis cuantitativo, cualitativo y la respectiva deduccion tedrica practicada a
la hipotesis, concluimos que en la mayoria de datos referentes a la investigacion
determinan la presencia del 74% de Céandida albicans. Por lo tanto se confirma la

hipétesis planteada.
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6. Conclusiones.

En nuestro estudio realizado a un total de 115 casos se obtuvo un 27% (31 cultivos)
de casos positivos para crecimiento de Candida y un 73% (84 cultivos) de casos
negativos.

. Se determind que Candida albicans como el serotipo aislado méas frecuente 74%,
seguido en menor frecuencia de los serotipos como Candida glabrata 13%,
Candida krusei 3%, Candida guilliermondii 3%, Céandida parapsilosis 3% y
Candida pararugora 3%.

El grupo etario 35 a 44 afios se determina como el grupo con mayor frecuencia de
afectacion por Candida.

. Se determina que la Candida afecta principalmente a las personas que presentan

niveles de CD4 < 200 cél/ mm?®con un 38% de afectacion de poblacion en estudio.
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7. Recomendaciones

Para el diagndstico y tratamiento oportuno de candidiasis deberia ser siempre
mediante pruebas de laboratorio, incluyendo pruebas como los cultivos, para
identificar los agentes causales como Candida albicans, sin embargo especies de
candidas no albicans suelen ser menos sensibles a los azoles y pueden ser mas

virulentas.

Es importante realizar el diagnostico oportuno de candidiasis, porque va en

aumento la aparicion de cepas menos sensibles a los antimic6ticos.

Continuar realizando estudios de tipo investigativo en este grupo de personas,
cuyos resultados de las investigaciones permita brindar un aporte a la parte medica

y a mejorar sus condiciones de vida de los pacientes.

Realizar investigaciones mediante pruebas de Biologia molecular para la
identificacion de los serotipos de Candida, lo cual permitira conocer con mayor

exactitud los serotipos presentes en estos pacientes.
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Anexos
Anexo 1: Hoja de recoleccion de datos
CULTIVO DEXTROSA
NUMERO CASO CASO CARGA SABOURAUD- CULTIVO CHROMAgar SEROTIPO
CODIGO | EDAD SEXO CD4 )
ID. VIH SIDA VIRAL CLORANFENICOL CANDIDA IDENTIFICADO.

(SDS)
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Anexo 2: Consentimiento Informado para toma de muestra.

CONSENTIMIENTO PARA LA PRUEBA

Estimado paciente:

Con la finalidad de realizar el estudio de investigacion titulado, “Serotipos de Candida aisladas
en muestras de hisopado bucal en pacientes con VIH/SIDA, Hospital Regional “Isidro

Ayora”. Ciudad de Loja”, solicito su participacion tras haber recibido informacién sobre:

|:| Micosis, Candidiasis.
|:| La forma de toma de muestra.
|:| El derecho a la confidencialidad.

Por este medio hago constar que participo voluntariamente en la investigacion, conociendo que:

e Someterse a este estudio no existe riesgo alguno para mi salud.
e La participacion puede resultar de beneficio personal, asi como aportar nuevos
conocimientos.

Ademas, tengo derecho a:

e Recibir informacion y explicacion previas del estudio a realizarse.
e Conocer los resultados que se obtengan en lo relativo a mi persona.

e Que, lainformacién brindada en el estudio sera manejada en total Confidencialidad.

Por la presente doy mi autorizacion para la realizaciéon de la investigacion y la toma de muestras

por parte del investigador.

Fecha: aa/mm/dd.

Nombre:

Cl:

Edad: Firma:
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Anexo 3: Esquema de identificacién y diagrama diagndstico para las

levaduras

Esquema de identificacion y diagrama diagndstico para las levaduras

{

Cultivo Agar SDA-cloranfenicol ]

[ Culivo en Agar CHROMAgar Candida ]

|

|

Colonias verdes I

Colonias rosas

Colonias

|

Colonias azules

[ otros colores ]

"n

Céndida albicans ]

Candida krusei

Cultivo a 45° C

+ C. albicans

- C. dubliniensis

Candida glabrata

Candida tropicalis

Identificacion de
especies

|

Confirmar especie mediante MALDI TOF
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Anexo 4: Fotografias de identificacion para las levaduras.

Gréfico: Cultivo en agar SDS-cloranfenicol.

Grafico: Cultivo en Agar SDS (izq) y Candida albicans en CHROMAgar (der)
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Gréfico: Cultivo en Agar SDS (izq) y Candida glabrata en CHROMAgar (der)

Gréfico: Cultivo en Agar SDS (izq) y Candida krusey en CHROMAgar (der)

\

Gréfico: Cultivo en Agar SDS (izq) y Candida pararugosa en CHROMAGgar (der)
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