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RESUMEN

En los Gltimos afios, Candida albicans estéd siendo asociada al desarrollo de la caries
dental, entre otros, por tener una prevalencia mayor en nifios con caries. Asimismo, por
los factores de virulencia asociados al microorganismo, como son la actividad de la
fosfolipasa, proteinasa, actividad hemolitica y formacion de biopelicula, entre otros.
Debido a ello, existe un gran interés en el estudio de los factores de virulencia de C.
albicans que permitan establecer el papel del hongo con la presencia de caries dental.

Se estudiaron un total de 40 cepas de C. albicans previamente aisladas e identificadas y
que forman parte del cepario del Departamento de Microbiologia Oral y Biologia
Molecular de la Facultad de Odontologia de la UADY. 31 cepas (77.5%) fueron aisladas
de nifios con caries y 9 (22.5%) de nifios libres de caries. Para la actividad de la
fosfolipasa se encontro un valor promedio de Pz de 0.49 y 0.75 para los nifios con y sin
caries, respectivamente, con un valor de p <0.05. Con relacion a la actividad hemolitica,
el promedio IH fue de 0.59 y 0.66 para los nifios con y sin caries, respectivamente
(p<0.05). Referente a la formacidn de biopelicula, se encontré que la mayor cantidad de
cepas aisladas en los nifios con caries present6 una formacion fuerte de biopelicula (61%),
en comparacion con el grupo de nifios sin caries donde el mayor porcentaje fue en la
formacion débil de biopelicula (77%), encontrandose un valor de x?=23.23 y un valor de
p<0.05 por lo que se acepta que, en este estudio, el nivel de formacion de biopelicula es

dependiente del grupo origen de las cepas.

Hasta el momento, son pocos los estudios sobre los factores de virulencia de Candida
albicans asociados a la caries dental. Se pudo encontrar que la actividad de la fosfolipasa,
hemolitica y formacion de biopelicula es mayor en nifios con caries dental. Por lo que el

presente estudio es el primer trabajo en México que permite establecer esas diferencias.



DEFINICION DEL PROBLEMA

En los Gltimos afios, se ha reportado que Candida albicans esta siendo asociada al
desarrollo de la caries dental, ya que presenta una prevalencia mayor en nifios con caries
dental en comparacion con los nifios sin caries. La colonizacién del microorganismo y la
edad, son factores predisponentes que inclinan la balanza a favor del desarrollo de caries
dental, debido, entre otros, a que tanto el sistema inmunitario como la microbiota bucal se
encuentran inmaduros. La caries dental en nifios es una de las principales problematicas
de salud oral y, por lo tanto, se deben emplear procedimientos de estabilizacion del
ambiente oral y asi, reducir el nimero de microorganismos patdgenos en la boca, evitando

la instalacion o progresion de enfermedades.

Candida albicans posee factores de virulencia que se han relacionado con la
cariogenicidad, como son: la actividad de la fosfolipasa, proteinasa, actividad hemolitica
y formacion de biopelicula, todos, encargados de colonizar el huésped y ocasionar dafio

de forma directa, al activar, resistir o evadir los mecanismos de defensa de este.

La inhibiciobn de estos factores de virulencia es considerada una estrategia
importante que contribuira en la prevencion de la caries dental, por lo que la
caracterizacion de las cepas de Candida albicans que colonizan la cavidad bucal, es
importante para el desarrollo de nuevas estrategias que permitan disminuir la colonizacion
de este microorganismo, sobre todo, en la poblacion infantil, que es el grupo de la

poblacion con mayor riesgo para el desarrollo de caries dental.

Debido a la presencia de los factores de virulencia de C. albicans y la posible
asociacion de este microorganismo con la caries dental, existe un gran interés en su estudio
a nivel mundial, con el objetivo de conocer el papel del hongo y con ello, disefiar
estrategias de control y prevencidn, con agentes terapéuticos que tengan como blanco de

accion los factores de virulencia asociados.
Por lo anteriormente planteado, se propone la siguiente pregunta de investigacion:

¢Existen diferencias en los factores de virulencia de cepas de Candida albicans

aisladas de nifios escolares con y sin caries dental?



REVISION BIBLIOGRAFICA

De manera natural, en la cavidad oral existe un equilibrio de la microbiota
controlado entre otros, por el sistema inmunitario, el cual, desempefia un papel de defensa
para prevenir la colonizacion e invasién por microorganismos oportunistas como los

hongos del género Candida (1).

Candida spp. se puede presentar en forma levaduriforme o también como hongo
filamentoso, capaz de formar hifas verdaderas, por lo cual, es conocido como un hongo
polimérfico que posee la capacidad de sobrevivir como comensal o un patdgeno
oportunista bajo condiciones de desequilibrio del microambiente local. Puede Ocasionar
un desbalance del equilibrio de la microbiota del area mucocutanea, gastrointestinal y
genitourinaria en el cuerpo del ser humano llamado disbiosis, colonizando del 30 al 60%
de las membranas mucosas. En un hospedero susceptible, Candida spp. puede
transformarse a patogeno, y bajo ciertas condiciones causa infecciones superficiales

como la candidiasis oral o vaginal e infecciones sistémicas mortales (2,3).

CARACTERISTICAS DE Candida albicans

Candida albicans pertenece al reino de los hongos. Se encuentra clasificada
taxonomicamente como: clase: Blastomycetes, division: Deuteromycota, familia:

Criptococcaceae, y genero Candida (4).

Es un hongo unicelular, levaduriforme, que mide de 2 a 4 micras, su pared es
delgada, ovoide (blastospora), se reproduce por gemacion y dependiendo del ambiente en
el que crezca puede encontrarse como células levaduriformes, pseudohifas, hifas o una

combinacion de estas morfologias (4).

Quimicamente, C. albicans, estd constituida de proteinas (20-40%), polisacaridos
(30-50%), variando su proporcion de lipidos, de acuerdo con factores como la

antiguedad del cultivo, condiciones del ambiente y el origen de la fuente de carbono (4).

C. albicans posee una estructura subcelular similar al de las células animales y
vegetales, sin embargo su pared celular difiere al de las células animales, la cual es

responsable del contacto y la adhesién al huésped y juega un papel importante en la

2



patogénesis durante la infeccion fungica, protegiendo frente a cualquier agravio fisico,
quimico y bioldgico (4).

Las especies de Candida, pueden cultivarse sobre medios de cultivo que contengan
agar, peptona, dextrosa, maltosa o sacarosa, con un pH entre 2.5 y 7.5 y temperatura entre
20°C y 38°C y en condiciones de aerobiosis crecimiento in vitro de las colonias de C.
albicans. En Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) u otros medios de cultivo semejantes se
observan colonias lisas, suaves, himedas y de color y aspecto cremoso. En el medio

CHROMagar Candida el crecimiento de las colonias se observan de color verde (4).

C. albicans, representa el hongo con mayor patogenicidad del ser humano, con la
habilidad de subsistir y proliferar en diferentes ambientes, adaptdndose a condiciones
fisiologicas extremas de pH, osmolaridad, disponibilidad de nutrientes y temperatura.
Esta variabilidad le permite colonizar diferentes zonas en individuos sanos y, ocasionar

infecciones en numerosos sitios del cuerpo (4).

En individuos sanos C. albicans es la especie con mayor prevalencia. La
colonizacion se ve favorecida por numerosos factores, que comprometen el estado
inmunolégico del paciente, como la diabetes mellitus, infeccién por VIH, SIDA,
periodos prolongados de hospitalizacidn, neoplasias yla edad del individuo. Los aparatos
de ortopedia u ortodoncia contribuyen al incremento de la colonizacion por C. albicans
por la acumulacion de biopelicula dental modificando el entorno ecolégico de la cavidad
oral (5-7).

Hernandez-Solis et al. Estudiaron muestras de la cavidad bucal de 67 nifios del
estado de Yucatan, en pacientes cuyas edades estuvieron entre los 3 y 13 afios de edad,
reportando que 39 (58.2%) tuvieron cultivos positivos a Candida, de los cuales 21
(53.8%) correspondieron a C. albicans. Concluyendo que esta especie pudiera ser
considera como un factor de riesgo para el desarrollo de la candidiasis bucal en la

poblacion pediatrica (5).



Candida albicans Y SU RELACION CON LA CARIES DENTAL

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece la caries dental como un
problema de salud publica, debido a las altas prevalencias reportadas a nivel mundial. Es
una enfermedad infecciosa, crénica y multifactorial principalmente en la poblacion
pediatrica. México es considerado uno de los paises con mayor problema de salud bucal,
en el que 60-90% de los nifios se encuentran afectados; por lo que se debe tratar
oportunamente para conservar el bienestar y calidad de vida de las personas. De acuerdo
con los resultados del SIVEPAB 2015 (Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias
Bucales), de los nifios y adolescentes de 2 a 19 afios de edad, el 75% presentan caries
dental y el otro el 25% se encuentra libre de caries. Con relacién a la edad,
aproximadamente la mitad de los nifios de 2 afios estan libres de caries dental, posterior
a esta edad, disminuye la poblacion libre de caries, con un crecimiento significativo

hasta los 8 afos. (8).

Esta enfermedad se encuentra relacionada con diversos factores de riesgo como la
higiene oral deficiente, uso prolongado del biberon, alto consumo de azUcares,
colonizacion bacteriana y bajo nivel socioeconémico, ocasionando disminucién en la
calidad de vida del nifio, afectando sus actividades cotidianas con alteraciones del suefio,
ausentismo escolar, problemas de fonacion, dificultades en la alimentacion; provocando

un retraso en el desarrollo fisico del nifio como talla y bajo peso (9,10).

La caries provoca la destruccion del tejido como resultado de un proceso
biogquimico de las bacterias adheridas a los dientes, principalmente Streptococcus
mutans (EM), que metabolizan los azlcares y producen acido, que, con el tiempo
desmineralizan el esmalte dental. Los Streptococcus mutans, generalmente se consideran
el grupo principal de organismos bacterianos responsables del inicio de la caries dental.
La colonizacion de Streptococcus mutans en un bebé puede ocurrir desde el nacimiento,
lo que condiciona la colonizacion significativa de las superficies dentales después
erupcionar ya que estas proporcionan espacios que permiten su adherencia de

Streptococcus mutans. (11-14).



Se han llevado a cabo diversos estudios, como el de Thomas et al. (2016), quien
reporta una prevalencia de Candida entre el 23.7% - 89% en nifios con caries dental y
7% - 21% en nifios libres de caries. de caries. Estos hallazgos proporcionan evidencia en
la asociacion de C. albicans con la caries dental particularmente en nifios, adolescentes y
adultos jovenes (15).

Guangyun Lai y Mingyu Li encontraron que entre las caracteristicas de C. albicans
se encuentran la facilidad de adherirse a los tejidos duros del diente formando
biopeliculas, de igual manera una capacida altamente acidogénica, disolviendo 20 veces
mas los cristales de hidroxiapatita del esmalte que el Streptococcus mutans y una
capacidad acidofilica produciendo &cido a un valor de pH inferior a 4.0 y mostrando una
fuerte tolerancia a los &cidos. M. Sonesson et al. sugirieron que los nifios se encuentran
bajo el estado de desarrollar inmunidad; y Candida spp. tiene potencial para aumentar en
namero durante los estados inmunes bajos. Por lo tanto, estos factores determinan un

papel importante de C. albicans en el desarrollo de la caries dental en nifios (15-17).

FACTORES DE VIRULENCIA DE C. albicans

La presencia de factores de virulencia determina el potencial patogénico de
cualquier microorganismo. C. albicans posee diversos factores de virulencia que aportan
a su patogenicidad; que podrian intervenir en el desarrollo de la caries debido a la
capacidad de adherirse a las superficies dentales y degradar las proteinas y la matriz
extracelular, colonizar la mucosa bucal, fermentar los carbohidratos contribuyendo a la

acidez oral y producir enzimas extracelulares (18-20).

Durante la infeccién de C. albicans, los factores de virulencia participan en la
primera fase de la colonizacién, en la cual se logra a través de las adhesinas y
posteriormente, se da adhesion epitelial y adquisicion de nutrientes mediante la
produccién de enzimas hidroliticas, formacion de hifas y cambio genotipico. Seguido de
la infeccion superficial, mediante la degradacidn y penetracion tisular, invasion vascular
y evasidn del sistema inmune, pasando a la fase de infeccion profunda y terminando con
la fase de infeccion diseminada al adherirse al endotelio, provocando infeccion de
tejidos del hospedero, activacion del sistema de coagulacion por adhesinas, enzimas

hidroliticas y cambio de fenotipo (3).



1.1 FORMACION DE LA BIOPELICULA

Una biopelicula es una agrupacion de microorganismos, unidos a una superficie con
matriz exopolimérica y muestra propiedades distintivas. La mayoria de los
microorganismos son capaces de formar una biopelicula, por ello en el mundo microbiano
la formacion de comunidades celulares asociadas a una superficie es demasiado comun
(21-23).

En la formacion de la biopelicula, los microorganismos pueden desarrollar
caracteristicas fenotipicas que son diferentes a las que poseen en la forma de vida libre,
en los cuales incrementa la resistencia de agentes microbianos, adhesion a dispositivos

medicos y proteccion al sistema inmune del hospedador (21,24-25).

La colonizacién de los tejidos del huésped se facilita por la asociacion de
microorganismos a una superficie viva o inerte aumentando sus factores de virulencia,
cooperacion metabdlica, captura eficiente de nutrientes, comunicacion célula-célula,
aumentando la supervivencia de la comunidad microbiana a condiciones criticas y

tolerando a agentes quimicos, fisicos y bioldgicos (26).

La biopelicula durante su formacién presenta un procedimiento complejo
empezando por la adhesion a una superficie abidtica, tejido o en la interfase aire-liquido

de acuerdo con sus fases de desarrollo.

1.1.1 Acondicionamiento: La cavidad oral contiene glicoproteinas que provienen de
la saliva y de diferentes tipos de bacterias, estas biopeliculas estan conformadas por
microcolonias incluidas dentro una matriz polimérica y representa una forma de

crecimiento microbiano (24-27).

1.1.2 Adhesidn: Las adhesinas son moléculas que se encargan de mediar laligacién
entre células, polimeros inertes o proteinas; en este proceso los receptores son las

estructuras a las cuales estas se ligan (24-27).

1.1.3 Coadhesidn: Las especies de Candida se unen a receptores en las superficies
de bacterias u otro microorganismo. Candida spp. puede interactuar con otros
microorganismos que participan durante la colonizacion primaria, secundaria o tardia

como los S. mutans y S. mitis, entre otros (24-27).



1.1.4 Sintesis de matriz extracelular: La matriz celular esta formada por una malla
de proteinas y azlcares alrededor de las células microbianas y se encarga de proteger a

la célula contra factores hostiles como la inmunidad del huésped y los antimicrobianos.

1.1.5 Maduracion: La matriz extracelular favorece la maduracion de la biopelicula,
a las 8 horas forma una biopelicula temprana, de 12 a 30 horas intermedia y de 38 a 72
horas madura. La biopelicula madura esta formada de una densa red de levaduras, hifas
y pseudohifas recubiertas por una matriz extracelular y asociada a bacterias, las cuales,
son favorecidas por factores como: el flujo del medio que las rodea, el pH, la
temperatura y la osmolaridad (28).

1.1.6 Dispersion: Son los microorganismos desalojados de las microcolonias por
diferentes medios, que si encuentran areas propicias para su supervivencia podran reiniciar

el ciclo de formacion de la biopelicula (24-27).
1.2 ADHERENCIA

La capacidad de adherencia de Candida spp. a las superficies mucosas es el primer
paso para la colonizacion y posterior infeccion del huésped impidiendo el retiro del
microorganismo por la limpieza de las secreciones de la mucosa, logrando facilitar el

proceso de la infeccion (5,29).

La interaccion de Candida spp. con las células epiteliales del huésped se presenta
por los componentes de la pared celular que se unen enla superficie de la célula huésped,

incluyendo proteinas y carbohidratos (5,30,31).

Las biomoléculas que promueven la union de proteinas y carbohidratos se Ilaman
adhesinas (Alalp, Alslp y Hwplp, Cshl, Ywpl, Pral y Saps) son esenciales para la

colonizacion y desarrollo de la enfermedad (32).

La invasién de superficies epiteliales penetrando en el espacio intersticial y
degradando las uniones intraepiteliales, la invasion entre células epiteliales estd mediada
tanto por endocitosis inducida como por penetracion activa. Ambos, son mecanismos de
adhesion a celulas epiteliales por las especies de Candida, la E-cadherina se produce por
via protedlisis por enzimas degradativas como Saps y su funcion es degradar proteinas de

union celular que provocan un dafo significativo a las células epiteliales (33-35).



La familia de genes Agglutinin-Like Sequence (ALS) es un grupo de adhesinas que
transcriben ocho proteinas de la superficie celular a glicosilfosfatidilinositol (GPI) y cuyos
miembros median la union a diversos sustratos del hospedero. Cada gen se expresa de
forma diferente, dependiendo de la especie y la presencia de proteinas dianas. Las AlS
forman agregados similares a la aglutinina a lo largo de la superficie celular, facilitando

la aglutinacion de las celulas fungicas (32).
1.3 ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA

Las fosfolipasas es un factor de virulencia propio de Candida asociada a la
adhesion, penetracion e invasion de las células epiteliales, estas son un grupo de enzimas
que tienen la capacidad de hidrolizar uno o mas enlaces éster en glicerofosfolipidos
(32,36,37).

Las fosfolipasas representan un importante dafio causado a las membranas

celulares, poseen la capacidad de degradar liquidos y proteinas que las forman. (32,38,39).

La produccion de esta enzima se considera como un elemento fundamental para la
patogénesis de esta levadura, ya que determinan en la capacidad de un microorganismo
para provocar infecciones graves en pacientes inmunocomprometidos. Se han
determinado siete genotipos (PLA, PLB1, PLB2, PLC1, PLC2, PLC3 y PLD1), y cuatro
de estos (PLB1, PLB2, PLC1 yPLD1) hansido bien caracterizados, para la invasion PLB1
es importante por la funcion de hidrolizar las uniones de éster de glicerofofolipidos de la

membrana celular del hospedero (32,39,40).

A la fosfolipasa se le atribuye la hidrélisis de cadenas de fosfoglicéridos, el control
del crecimiento de la levadura y el remodelado de la membrana celular, aparentemente la
expresion de genes PLB1 estaria regulada por los mismos factores que regulan la

morfologia del hongo (41-42).

Por otra parte, estas enzimas se relacionan con el mecanismo de invasion tisular
del huésped, se le ha dado mayor importancia a la aportacion de estas enzimas a la
patogenicidad del hongo que al control del crecimiento y dependiendo de la especie de
Candida la actividad enzimatica cambia (3,38,39,41-43).



1.4 ACTIVIDAD HEMOLITICA

El hierro es un elemento esencial para casi todos los organismos, tanto unicelulares
como multicelulares, en los seres humanos, el hierro se encuentra en algunas proteinas
presentes en la sangre como transferrina, lactoferrina y ferritina incluida la hemoglobina
la cual forma parte de los eritrocitos. La actividad hemolitica es un importante factor de
virulencia, que permite que los hongos del género Candida adquieran hierro de los tejidos
del huésped, que luego es utilizado en el metabolismo del microorganismo promoviendo

el crecimiento y la invasion durante la infeccion del hospedador (44-46).

El primer paso de la infeccion de C. albicans es la union a los eritrocitos a través de
los receptores del “sistema complemento”, produciendo un factor de hemdlisis que induce
la lisis del eritrocito, este factor corresponde a una manoproteina unida a la superficie

celular del hongo (44).

En la cavidad oral, el hierro extracelular se une principalmente a la lactoferrina, una
proteina presente en la saliva, mientras que el hierro intracelular se almacena como
ferritina. Aunque este elemento estd ligado a las proteinas y/o estd presente en el
citoplasma de las células, las infecciones orales con C. albicans son frecuentes, lo que
sugiere que esta levadura puede tomar diferentes formas de hierro de la cavidad oral
causando mayor dafo a las células epiteliales que contienen concentraciones de ferritina

en comparacion con niveles mas bajos (44-47).



HIPOTESIS

Con base en la revision de la literatura, en el presente estudio, se establece la
siguiente hipdtesis de investigacion:

Hi: Existen diferencias en los factores de virulencia (formacion de biopelicula,
fosfolipasa y capacidad hemolitica) producidos por las cepas de C. albicans aisladas de

nifios con y sin caries dental.
Y como hipoétesis nula

Ho: No existen diferencias en los factores de virulencia (formacién de biopelicula,
fosfolipasa y capacidad hemolitica) producidos por las cepas de C. albicans aisladas de

nifios con y sin caries dental.
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JUSTIFICACION

Candida albicans se encuentra con mayor frecuencia en la cavidad oral de nifios,
aumentando las infecciones producidas por este microorganismo en los Gltimos afios. La
caracterizacion de los factores de virulencia contribuye a la comprension de las
infecciones por Candida albicans. Lo anterior mencionado ha despertado interés en la
investigacion de sus factores de virulencia, asi como su patogenicidad para poder disefiar
estrategias y medidas futuras para el tratamiento y seguimiento de Candida albicans en
pacientes con y sin caries dental.

En el presente estudio determina la produccion de adhesion, fosfolipasa y actividad
hemolitica en cepas de Candida albicans aisladas de la cavidad oral de nifios con y sin
caries dental que pertenecen al Departamento de Investigacion de Microbiologia y
Biologia Molecular de la Facultad de Odontologia de la Universidad Autonoma de
Yucatan lo que lo hace viable y pertinente, ya que hasta el momento son pocos los estudios
sobre los factores de virulencia de Candida albicans asociados a la caries dental, por lo
que el presente estudio es el primer trabajo en Meéxico que permite establecer estas

diferencias.

Con base en lo anterior, se justifica la realizacion del presente trabajo con el fin de
contribuir al conocimiento de este microorganismo y su asociacion de sus factores de
virulencia con el desarrollo de la caries dental en la region, ademas de su aportacion

académica relevante en la Universidad Autonoma de Yucatan.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar los factores de virulencia en cepas de Candida albicans aisladas de la
cavidad oral de nifios con y sin caries dental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la capacidad de formacion de biopelicula de Candida albicans

aisladas de escolares con y sin caries dental.

2. Determinar la actividad de fosfolipasa de cepas de Candida albicans aisladas de
escolares con y sin caries dental.

3. Determinar la actividad hemolitica de cepas de Candida albicans aisladas de

escolares con y sin caries dental.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

El tipo de estudio realizado fue descriptivo, observacional, transversal y

prospectivo.

VARIABLES Y ANALISIS ESTADISTICO

Variables Tipo de | Indicador Escala de medicion | Objetivo | Anélisis
variable a cumplir | estadistico
@ Indice CPO | Cualitativa nominal: T de
Caries dental g D, ceo-d -Presencia 13 Student y
:’.)_ -Ausencia Chi
2 Cuadrada
Deteccion Cualitativa ordinal:
visual de la | -Negativa,
capacidad transparente sin
de biopelicula
adherencia a | -Débil (+), capa muy
través  del | delgada apenas
° tubo (33). visible en la parte
Formacion de g inferior . Chi
biopelicula §_ -Moderada ~ (+++), Cuadrada
@
o capa delgada en la
parte inferior y los
lados del tubo
-Fuerte (+++), capa
gruesa en todas
partes el fondo y los
lados del tubo)

13




indice  del

Cuantitativa.

tamafio del | Pz: Actividad
halo enzimatica
producido
Actividad % por la | -Negativo: 1
hemolitica g actividad de | -Positivo: 0.64-0.99 T student
§ la  enzima | -Fuertemente
hemolisina | positivo: < 0.64
del hongo
(48).
La actividad | Cuantitativa
de la | Indice pz
fosfolipasa | <0.69 Mayor
se midio | actividad (++++)
dividiendo | -0.70-0.79 Actividad
el didmetro | moderada (+++)
de la colonia | -0.80 -0.89 Actividad
Actividad de = por el | débil (++)
la % diametro de | -0.90 - 0.99 T student
Fosfolipasa §' la zona de Actividad muy débil
precipitacio | (+)
n (p2) | -1 Negativo
alrededor de | (-)
la  colonia
formada en
la placa
(33).
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POBLACION DE ESTUDIO

Cepas de Candida albicans aisladas de la cavidad oral de nifios con caries y sin
caries dental que pertenecen al cepario del Departamento de Microbiologia y Biologia
Molecular de la Facultad de Odontologia de la Universidad Autobnoma de Yucatan.

MUESTRA

Se estudiaron a la totalidad de cepas aisladas en estudio previo con un total de 31
cepas de C. albicans aisladas de pacientes con caries dental y 9 cepas de C. albicans
aisladas de pacientes sin caries dental, las cuales se encontraban conservadas a -82°C en
Caldo Dextrosa Sabourad (CDS) con glicerol al 20% en el Departamento de
Microbiologia y Biologia Molecular de la FOUADY.

METODOLOGIA

Recuperacion de las cepas de C. albicans

Una porcion de la cepa congelada se inoculé en Caldo Dextrosa Sabouraud (CDS)
por 24 horas para posteriormente ser cultivada en una placa de Agar Dextrosa Sabouraud
(ADS) por 24 ha 37°C.

Posteriormente, una colonia del cultivo en ADS se cultivo en el medio CHROMagar
Candida® por 24 h a 37°C. Los cultivos de color verde claro fueron considerados como

cepas de C. albicans, acorde a los registros de los resultados previos.
Determinacion de la formacion de biopelicula de C. albicans

La determinacion de la produccion de biopelicula se realiz6 mediante el método
visual segun Furlaneto-Maia et al (20). Las cepas fueron aisladas y cultivadas a 37°C
durante 24 h en placas de ADS. Posteriormente, se lavaron con solucion salina a 4000 rpm
por 4 minutos. Se realiz6 una suspension de las levaduras hasta una turbidez equivalente
a 3x10” UFC/ml en Caldo Dextrosa Sabouraud (CDS) suplementada con glucosa al 8%.
Un ml de la suspension se inoculd en tubos de poliestireno (tubo cdnico Falcon con tapa
roscada) con 9 ml de Caldo Dextrosa Sabouraud (CDS). Se incubaron a 35°C durante 48
horas. Posteriormente se retiré cuidadosamente el caldo del cultivo y los tubos se lavaron
una vez con agua destilada estéril y luego se tifieron las paredes de los tubos con safranina
al 2% (20).
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La produccién de biopelicula se calificd como negativa (transparente sin produccion
de biopelicula), débil (+; capa muy delgada, apenas visible en la parte inferior), moderada
(++; capa delgada en la parte inferior y los lados del tubo) o fuerte (+++; una capagruesa
en todas partes el fondo y los lados del tubo). Para todos los ensayos se utiliz6 la cepa de
C. albicans ATCC 10231 como control positivo y un inéculo de CDS como control

negativo (20).
Determinacion in vitro de la actividad hemolitica

La determinacion de la actividad hemolitica se realiz6 segun lo descrito por
Furlaneto-Maia et. al (20). y Price et al (48). Se prepar6 ADS de sangre de oveja
afiadiendo 7 ml de sangre de oveja fresca a 100 ml de ADS suplementado con glucosa al
3%. Las cepas aisladas fueron cultivadas e incubadas en placas de ADS a 37°C durante
18 h. Posteriormente, se prepararon suspensiones de levadura a una concentracion de
1x10® UFC/ml a partir del cultivo puro de las colonias de levadura en las placas de ADS.
10ul de esta suspension fue inoculada en el ADS de sangre de oveja al 7% suplementada
con glucosa al 3%. Las placas inoculadas se incubaron a 37°C durante 48 horas. La
presencia de un anillo transparente y/o un halo verde obscuro alrededor del indculo, es

indicativo de actividad hemolitica (20,48).

El indice hemolitico (IH) se obtuvo dividiendo el diametro de la colonia entre la
suma del didmetro de la colonia y el halo transparente. Valores de IH < 0.64 indicaron alta
actividad hemolitica y cercana a 1.0 menos o nula actividad. Los ensayos se realizaron
por triplicado, por lo que se obtuvo un promedio del valor de IH de cada una de las cepas
estudiadas. Una vez obtenidos los valores de IH de cada cepa, se procedié un analisis
estadistico utilizando medidas de tendencia central como promedio y desviacion estandar.
Se utiliz6 la prueba de estadistica de t de Student para establecer diferencias

estadisticamente significativas de la actividad hemolitica (20,48).

Para todos los ensayos se utiliz6 como control positivo la cepa de C. albicans ATCC

10231 y como control negativo el indculo de 10 pl de agua destilada (20,48).

Determinacion de la produccidn y actividad de la fosfolipasa
Siguiendo la metodologia de Price (1982), descrita por Oksuz et al (42), paramedir

la actividad de la fosfolipasa, se cultivo una colonia de la cepa aislada en el medio de
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cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) a 37°C por 24 h. Se tomo el equivalente de 3
colonias de cada indculo, se colocaron en 5 ml de solucion salina y se igual6 a una lectura
de 0.075 de absorbancia. Posteriormente, 10 pl de la suspension se deposito sobre el medio
de Agar Yema de Huevo (13,0 g SGA (Oxoid), 11,7 g de NaCl, 0,11 g de CaCl> y 10%
de yema de huevo estéril (Oxoid), 184 ml de agua destilada). EIl cultivo se incub6 a 37°C
durante 7 dias y los ensayos se realizaron por triplicado. Los valores de Pz se obtuvieron
dividiendo el didmetro de la colonia levaduriforme entre el didmetro de la colonia mas la
zona de produccion enzimatica. El indice de Pz arrojo valores que van de cero a uno,
indices de Pz comprendidos entre 0.64 y 0.99 se consideraron como actividad positiva. La
escala de Pz se dividié de la siguiente manera: los valores menores de 0.69 se consideraron
como de mayor actividad, los valores comprendidos entre 0.70 y 0.79 de actividad
moderada, los que se encontraron entre 0.80 y 0.89 de actividad débil, 0.9 y0.99 como de
actividad muy debil y 1 como actividad negativa (48).

METODOS DE MEDICION Y ESTANDARIZACION
1. Medicion y estandarizacion de la formacion de biopelicula

Segun los criterios por Udayalaxmi y Gokce (33), para detectar la presencia de una
capa adherente de biopelicula de C. albicans en el objetivo 4x del microscopio se
examinaron los tubos y se determinaron las frecuencias segun las categorias de débil,
moderado y fuerte de acuerdo con la densidad e intensidad de la tincion. Los ensayos se
realizaron por triplicado y con dos observadores, se obtuvo la moda de los resultados y se
determino si existia una asociacion entre los niveles y los grupos de procedencia, por lo

cual, se realizo la prueba estadistica de Chi cuadrada (33).

2.Medicidn y estandarizacion de la actividad hemolitica

La presencia de un anillo transparente y/o un halo verde obscuro alrededor del
indculo, es indicativo de actividad hemolitica. El indice hemolitico (IH) se obtuvo
dividiendo el diametro de la colonia entre la suma del diametro de la colonia y el halo
transparente. Valores de IH <0.64 indican alta actividad hemolitica y cercana a 1.0 menos
o0 nula actividad hemolitica. Los ensayos se realizaron por triplicado, por lo que se obtuvo

un promedio del valor de IH de cada una de las cepas estudiadas. Una vez obtenidos los
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valores de IH de cada cepa, se procedié un andlisis estadistico utilizando medidas de
tendencia central como promedio y desviacion estandar. Se utilizo la prueba de estadistica
de t de Student para establecer diferencias estadisticamente significativas de la actividad
hemolitica (20,48).

3.Medicion y estandarizacion de la actividad de la fosfolipasa

Se midi6 el diametro de la zona de precipitacién alrededor de la colonia (un
indicador de la actividad de la fosfolipasa). Siguiendo la metodologia de Price (1982),
descrita por Oksuz et al (42) se calcul6 el indice de actividad enzimética (Pz), para esto,
se dividio el didmetro de la colonia levaduriforme entre el didmetro de la colonia + zona
de produccién enzimatica. El indice de Pz arroj6 valores que van de cero a uno, indices
de Pz comprendidos entre 0.64 y 0.99 se consideraron como actividad positiva. La escala
de Pz se dividio de la siguiente manera: los valores menores de 0.69 se consideraron como
de mayor actividad, los valores comprendidos entre 0.70 y 0.79 de actividad moderada,
los que se encontraron entre 0.80 y 0.89 de actividad débil y los que se encontraron entre

0.9 y 0.99 como de actividad muy débil y 1 como actividad negativa (42).
4.Recopilacién y manejo de resultados

Los resultados obtenidos de las cepas estudiadas fueron organizados y clasificados
en un a base de datos utilizando el programa Microsoft Excel 2013 y los analisis

estadisticos se realizaron con el programa estadistico Statgraphics Plus 5.1.
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RESULTADOS

Todas las cepas de C. albicans estudiadas dieron positivas a la formacion de
biopelicula. EI 61% de las cepas provenientes de pacientes con caries dental presentaron
mayor capacidad de biopelicula en comparacién con las provenientes de pacientes sin
caries dental con el 77% de actividad baja.

Los resultados de la formacion de biopelicula se obtuvieron de acuerdo con la
clasificacion cualitativa de: débil, moderado y fuerte que presentaron las cepas de C.
albicans de cada grupo (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de la formacion de biopelicula de C. albicans y distribucion
porcentual segun el grupo de estudio.

Nivel de formacion de biopelicula

Grupo de estudio Fuerte Moderado Débil X? p

No % No % No %

Cepas con caries dental 19 61 11 36 1 3
23.23 <0.05*

Cepas sin caries dental 0 0 2 22 7 77

*=Diferencia estadisticamente significativa

Se llevé a cabo la prueba estadistica Chi cuadrada para determinar si el nivel de
formacién de biopelicula de las cepas es independiente del grupo origen, encontrandose
un valor de X?=23.23 y un valor de p<0.05, por lo que se acepta que, en este estudio, el

nivel de formacidn de biopelicula es dependiente del grupo origen de las cepas.

Con respecto a la actividad de las fosfolipasas, el 100% de las cepas de C. albicans
estudiadas mostraron actividad, siendo mayor en las provenientes de pacientes con caries
dental con un promedio de 0.49 en comparacion con las provenientes de pacientes sin

caries dental con un promedio de 0.75 (Tabla 2).
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Tabla 2. Valor promedio del indice Pz de la actividad de la fosfolipasa en cepas de C.

albicans de los distintos grupos de pacientes

Grupo de estudio Muestra indice Pz t p
Cepas con caries dental 31 0.49
0.97 <0.05
Cepas sin caries dental 9 0.75

*=Diferencia estadisticamente significativa

Para comparar la actividad de fosfolipasas de las cepas de C. albicans entre los
grupos de pacientes con y sin caries dental, se llevo a cabo la prueba de estadistica de t de
Student, encontrdndose un valor de t=0.97 y un valor de p<0.05, presentando una
diferencia estadistica significativa de la actividad de fosfolipasa entre los grupos de

estudio.

Referente a la actividad hemolitica, el 100% de las cepas de C. albicans estudiadas
mostraron actividad, siendo mayor en las provenientes de pacientes con caries dental con
un promedio de IH de 0.59 en comparacidn con las provenientes de pacientes sin caries
dental con un IH de 0.66 (Tabla 3).

Tabla 3. Valores promedio de IH de la actividad hemolitica de las cepas de C.

albicans de los distintos grupos de pacientes.

Grupo de estudio Muestra indice IH t p
Cepas con caries dental 31 0.59
0.24 <0.05
Cepas sin caries dental 9 0.66

Para comparar la actividad hemolitica de las cepas de C. albicans entre los grupos
de pacientes con y sin caries dental, se llevd a cabo la prueba de estadistica de t de Student,
encontrandose un valor de t=0.24 y un valor de p<0.05, encontrandose una diferencia

estadistica significativa de la actividad hemolitica entre los grupos de estudio.
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DISCUSION

Diversos investigadores han encontrado que entre las caracteristicas de C. albicans
se encuentran la facilidad de adherirse a los tejidos duros del diente formando
biopeliculas, al igual que poseer la capacidad de ser altamente acidogénica, disolviendo
20 veces mas los cristales de hidroxiapatita del esmalte que el Streptococcus mutans,
produciendo un acido a un valor de pH inferior a 4.0 mostrando una fuerte tolerancia a los
acidos. M.Sonesson et al. consideran el sistema inmunitario de los nifios se encuentra en
desarrollo; por lo tanto, Candida spp. tiene la capacidad de crecer durante los estados
deprimidos del sistema inmune. Estos factores juegan un papel importante de C. albicans
y su relacién con el desarrollo de la caries dental, asi mismo, los factores de virulencia
(formacion de biopelicula, actividad de fosfolipasa y hemolitica) presentes en la
patogenicidad de C. albicans (15-17).

La formacion de biopelicula y su capacidad de adherencia es el paso principal para
la colonizacion y posteriormente la infeccion del huésped, por la tanto la actividad de
fosfolipasa causa a las membranas celulares ya que posee la capacidad de degradar
liquidos y proteinas que las constituyen. En cuanto a la actividad hemolitica, es sustancial

la obtencion de hierro para aportar nutrientes de procesos quimicos fundamentales (18).

En el presente estudio, todas las cepas dieron positivas a la formacidn de biopelicula,
de las cuales el 61% de las cepas provenientes de pacientes con caries dental presentaron
mayor capacidad de biopelicula en comparacion con las provenientes de pacientes sin
caries dental con el 77% de actividad baja. Durante los analisis de los resultados obtenidos
con la prueba estadistica Chi cuadrada, encontrandose un valor de X?=23.23 y un valor de
p<0.05. Como conclusién en este estudio la capacidad de formacién de la biopelicula
depende de la presencia o ausencia de caries dental. De igual manera con lo reportado por
Udayalaxmi y Shenoy quienes reportaron que las cepas de C. albicans con caries dental
producen un aumento de la biopelicula que predispone la formacidn de caries dental (33).
Briguenti et al demostraron que los mecanismos de adhesion influyen de manera directa
y significativa en la caries dental debido a las altas concentraciones de acido, polisacarido

extracelulares y proteinas (49).
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Con respecto a la actividad de fosfolipasa Cassia Mardegan et al, demostraron que
el 92.3% de las cepas totales de individuos con caries y el 98% libres de caries resultaron
positivo a la produccion de fosfolipasa. La prueba t de Student revel6 estadisticamente
diferencia significativa (p = 0.034) en relacion con cepas negativas para la actividad de la
enzima, siendo mas comun en el grupo con caries dental (50), Beena et al, mostraron en
cepas aisladas de C. albicans de un grupo con caries dental mayor produccion de
fosfolipasa, mientras que en el grupo libre de caries dental estaba ausente (51),
concordando con el presente estudio reportando el 100% de las cepas de C. albicans
estudiadas mostraron actividad, siendo mayor en las provenientes de pacientes con caries
dental con un promedio de 0.49 en comparacion con las provenientes de pacientes sin
caries dental promedio de 0.75. En el andlisis de los resultados con la prueba de estadistica
de t de Student se encontro un valor de t=0.97 y un valor de p<0.05, presentando una
diferencia estadistica significativa de la actividad de fosfolipasa entre los grupos de
estudio concluyendo la presencia de caries dental se encuentra relacionada y aumenta de

manera significativa la actividad fosfolipasa de C. albicans y su virulencia.

Asimismo, en la actividad hemolitica se encuentran escasos estudios sobre cepas
ailadas de C. albicans en pacientes con y sin caries dental. Beena et al, reportan que la
actividad hemolitica de cepas aisladas de C. albicans de pacientes con caries dental fue
significativamente mayor en comparacion en las aisladas de pacientes sin caries dental
(51). Udayalaxmi y Shenoy reportan mayor presencia de actividad hemolitica en cepas
aisladas con caries dental en comparacion a libres de caries, sin embargo, se requieren
mas estudios para determinar que desempefia un papel en la formacién de caries dental
(33).En este estudio, se encontrd que el 100% de las cepas de C. albicans estudiadas
mostraron actividad, siendo esta mayor en cepas de pacientes con caries dental con un
promedio de IH de 0.59 en comparacion con las cepas de pacientes sin caries dental con
un IH de 0.66. En los resultados se observo con la prueba de estadistica de t de Student,
encontrandose un valor de t=0.24 y un valor de p<0.05, presentando una diferencia

estadistica significativa de la actividad hemolitica entre los grupos de estudio.
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Por lo tanto, la presencia de caries dental en el paciente se encuentra directamente
relacionada y aumenta significativamente la actividad hemolitica de C. albicans

aumentando su patogenicidad.

La presencia de factores de virulencia determina el potencial patogénico de
cualquier microorganismo. Candida albicans posee diversos factores de virulencia como
la actividad de la fosfolipasa, proteinasa, hemolitica y capacidad de adherencia entre otros
que podrian intervenir en el desarrollo de la caries, como la capacidad de adherirse a las
superficies dentales y degradar las proteinas y la matriz extracelular, colonizar la mucosa
bucal, fermentar los carbohidratos (contribuyendo a la acidez oral) y producir enzimas
extracelulares, todas ellas de los cuales contribuyen a su patogenicidad. En este estudio
todos los factores de virulencia se encontraron aumentados en las cepas provenientes de

pacientes con caries dental (18-20).
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CONCLUSIONES

La capacidad de formacion de biopelicula es dependiente del grupo de origen de las

cepas, siendo mayor en los pacientes con caries dental.

La actividad de la fosfolipasa fue estadisticamente mayor en las cepas provenientes

de los nifios con caries.

Las cepas de los nifios con caries tuvieron una actividad hemolitica estadisticamente

mayor que las de nifios sin caries.

Se encontr6 una asociacion entre los factores de virulencia (formacion de
biopelicula, fosfolipasa y actividad hemolitica) de las cepas de C. albicans y la

presencia de caries dental.
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