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. RESUMEN

La caries dental, se define como un proceso patolégico de origen
multifactorial, que se inicia con la desmineralizacion del diente, hasta su
pérdida. Las bacterias han sido las mas estudiadas en cuanto a este proceso,
sin embargo, se ha relacionado a C. albicans con el desarrollo de la caries,
debido a que tiene la capacidad de tolerar y acidificar el medio, ademas de
poseer diversos mecanismos de patogenicidad. Uno de estos mecanismos, de
suma importancia, es la actividad proteolitica y es la que se cree que se
asocia con el proceso cariogénico. Por otro lado, se conocen cinco genotipos
de C. albicans, definidos como A, B, C, Dy E, y se cree que se relacionan con
la actividad proteolitica de este microorganismo.

Se tomaron muestras de la cavidad bucal de 293 nifios. La identificacion de C.
albicans se realiz6 mediante métodos microbiolégicos y moleculares (PCR).
Se determiné la actividad proteolitica de C. albicans por medio de placas de
albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) y se clasificé segun el
indice Pz obteniéndose valores entre 0 y 1, donde los mas cercanos a cero
representaban mayor actividad. La identificacion del genotipo de C. albicans
se realizé por medio de la PCR.

De las 293 muestras, 173 (59.0%) fueron de nifios con caries y 120 (41.0%)
de nifos sin caries. La prevalencia de C. albicans en nifios con y sin caries fue
de 22.5% (n=39) y 11.7% (n=14), respectivamente. Con respecto a los
genotipos de C. albicans, se encontro que el 94% (n=50) de las cepas fueron
genotipo A y que el 67% fueron de nifios con caries. Solo se identificaron dos
cepas genotipo B (3.8%) y un genotipo C (1.9%) que pertenecieron a nifos
con caries. La media de la actividad proteolitica de las cepas de C. albicans
aisladas de nifios con caries fue de 0.67 y en los nifios sin caries fue de 0.76
(p<0.05). No se encontro diferencia significativa en cuanto a la actividad
proteolitica y los genotipos de C. albicans asociados a caries dental (p>0.05).



. INTRODUCCION

La caries es conocida por formar cavidades obscuras dentro del diente, siendo
una de las enfermedades dentales mas comunes en todo el mundo y la que
causa mayor pérdida dental, con prevalencias que van de un 60 a 90%."?

Los microorganismos mas estudiados con relacion a la caries dental son las
bacterias, siendo Streptococcus mutans el microorganismo mas estudiado,?
sin embargo, en los ultimos afios se ha encontrado una relacion de caries con
Candida albicans. Este microorganismo es potencialmente cariogénico, debido
a que puede tolerar y producir acidos en presencia de carbohidratos y se ha
encontrado en la cavidad bucal de nifios con caries hasta un 98%, en
contraste a lo encontrado en nifios libres de caries donde la prevalencia es
hasta de 33%.*

C. albicans es un hongo oportunista, el cual puede estar como comensal en la
cavidad bucal de los seres humanos, pero suele ser invasivo y patogeno
cuando el sistema inmune del individuo se encuentra comprometido.®® Entre
los mecanismos de patogenicidad destacan la produccion de hifas o
pseudohifas, la actividad proteolitica y el cambio fenotipico.” La actividad
proteolitica ha mostrado ser el mecanismo de patogenicidad mas importante,
ya que a través de éste, C. albicans adquiere nutrientes del medio, invade y
evade las defensas del sistema inmune del hospedero.® Dicha actividad
proteolitica se ha encontrado de un 42% a un 94% de las cepas de C. albicans
aisladas de la cavidad oral, esto depende de factores como el estado de salud
del individuo o el tipo de lesion, siendo mayor en sujetos
inmunocomprometidos y con candidiasis.®

La actividad proteolitica de C. albicans se relaciona con la presencia de las
enzimas aspartil proteinasa secretadas (Sap, por sus siglas en inglés), las
cuales tienen funciones especializadas como lo son la digestion de moléculas

proteinicas como el colageno, queratina, laminina, fibronectina, mucina, entre



otras, ademas es por medio de estas enzimas que se adhiere e invade los
tejidos, para degradar o distorsionar la superficie celular del hospedero y
destruir las células y moléculas del sistema inmune del mismo y asi evitar o
resistir el ataque a los antimicrobianos.”*°

Se han encontrado 3 genotipos principales de C. albicans en relacion a
cavidad bucal de nifios sanos (A, By C) y se cree que existe una relacién de
estos con la capacidad de producir proteasas y con la resistencia a los
antifingicos.' Se cree que el genotipo A se encuentra relacionado a la caries
dental y con mayor actividad proteolitica de cepas de C. albicans en presencia
de caries."! Existen otros estudios que proponen que las cepas del genotipo B
son las que presentan mayor actividad proteolitica, sin embargo esto no esta
muy estudiado ain.'®'?

Existen diversos estudios acerca de las proteasas y genotipos de Candida
albicans con relacion a las candidiasis ya sea orales o vaginales, sin embargo,
se conoce muy poco acerca de la relacion que existe con la caries dental y los
pocos estudios que se conocen acerca de esto se han realizado en otros
paises.



lll. ANTECEDENTES

Caries dental

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha definido la caries dental como
un proceso patologico localizado de origen multifactorial, el cual inicia después
de la erupcion dentaria, y es un proceso o enfermedad dinamica cronica, que
afecta a la estructura dentaria en contacto con los depdsitos microbianos." En
ella existe un desequilibrio entre la sustancia dental y el fluido de placa
circundante, lo cual da como resultado pérdida del mineral de la superficie
dental, cuyo signo, es la destruccion localizada de tejidos duros.'*"°

Esta enfermedad inicia con la invasion y destruccion del esmalte y la dentina
hasta alcanzar a la camara pulpar ocasionando dolor muy intenso, lo que
provoca la inminente necrosis pulpar e infecciones localizadas, en casos mas
graves los procesos se vuelven sistémicos, ejemplo de ello es la endocarditis
bacteriana, la cual puede poner en peligro la vida de quien la padece.”"® La
progresion de esta enfermedad es rapida ya que puede evolucionar en un
lapso de 6 meses y ante la falta de atencién ocasiona periodontitis apical
aguda y croénica, ocasiona también la pérdida de hueso circundante al diente,
destruccién coronaria o pérdida del diente afectado.'” Esta enfermedad se
presenta en cualquier género y a cualquier edad, sin embargo, se considera
que es mas frecuente en los niflos y adolescentes y sus efectos llevan a
problemas en el crecimiento y desarrollo maxilofacial.’ Su presencia y
progresion genera importantes consecuencias en la salud de los nifios tales
como la desnutricidén; por otro lado, evita el adecuado desarrollo fisico y
mental de la poblacién, problemas estéticos que pueden afectar la autoestima,
problemas funcionales que afectan al lenguaje y fonacién, asi como

ausentismo escolar y con ello, pérdida de la salud integral.'®%



Se ha encontrado que la principal causa de pérdida dentaria es por caries,
seguida por enfermedad periodontal y por causas protésicas y que esto puede
tener un impacto considerable sobre la salud general y la calidad de vida de
pacientes sanos, su efecto en las personas con ciertas enfermedades cronicas
y agudas puede ser mas grave. En particular, los pacientes con enfermedades
como las cardiacas, anemia, enfermedades malignas e inmunodeficiencias,
presentan mayor riesgo de complicaciones mortales. Esto, debido a que las
bacterias presentes en la caries son oportunistas, las cuales pueden entrar al
torrente sanguineo por medio de la deglucidén o directamente por infecciones
localizadas iniciadas en los dientes.'®%324

Segun la OMS, entre el 60 y el 90% de la poblacion mundial presenta caries,
segun los datos obtenidos, los paises latinoamericanos son los que muestran
mayores porcentajes de caries con indices de dientes, cariados, perdidos y
obturados (CPOD) +3.2%° El reporte de la OMS anticipa que los cambios en el
estilo de vida y la dieta, haran que la prevalencia de la caries aumente en los
afios siguientes.?® Por otro lado, los cuidados dentales curativos en los paises
industrializados representan una significativa carga econdémica, donde del 5 al
10% de los gastos en salud publica se relacionan con la cavidad oral.?®

En nuestro pais; el Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de patologias
bucales (SIVEPAB), en su ultimo informe muestra una prevalencia de caries
de 82% en nifios de 2-17 afos de edad, con un promedio en el indice CPOD
de 3.8.%

La etiologia de la enfermedad esta condicionada por la interaccion de 4
factores principales: el hospedero (dureza y formacion del esmalte y dentina,
pH genética, calidad de saliva, flora bucal propia del individuo y morfologia
dental), microorganismos involucrados, sustrato (alimentacion e higiene) y
tiempo."™'® Al ser una enfermedad de origen multifactorial, todos estos
factores son importantes para el desarrollo de la caries, sin embargo, para el
modelo biomédico la enfermedad es la respuesta a la presencia activa de

agentes externos como lo son los microorganismos, los cuales juegan un



papel muy importante para que se desarrolle con rapidez, debido a que ellos
son los que sintetizan polisacaridos extracelulares de los alimentos, acidifican
el medio y crean un ambiente propicio para iniciar la desmineralizacion de los
tejidos del diente.?”

Los principales microorganismos implicados en la formacién de la caries son
ciertas especies del género Streptococcus (principalmente S. mutans),
Actinomyces y Lactobacillus, los cuales se concentran en forma de biopelicula
sobre la superficie de los dientes y se activan cuando hay carbohidratos
fermentables como la sacarosa, produciendo acido, el cual ataca la superficie
de los dientes, siendo mas frecuente la superficie oclusal.>'>~"" A pesar de que
las bacterias son las que mayor relacion tienen con el proceso cariogénico, en
los ultimos afos se ha relacionado a Candida albicans con la presencia de

caries dental.’>""

Candida albicans

Los hongos constituyen una pequefia parte de la microbiota oral y hasta la
fecha se sabe que existen mas de 50,000 especies, pero solo entre 100 y 150
son reconocidas como causantes de enfermedad en humanos.*?%%°

Candida es un hongo comensal, que en su forma no agresiva es dimorfico,
pero que tiene la capacidad de formar pseudohifas, lo cual las hace invasivas
y patdogenas cuando hay una alteracion en el equilibrio de la flora o en el
hospedero.?® Este género presenta mas de 150 especies, de las cuales, 10
son responsables de infecciones en los seres humanos, como lo son Candida
albicans, la cual es una de las mas aisladas (entre 50 y 70%) y se puede
encontrar en la microbiota normal del ser humano, invadiendo en mayor
frecuencia la cavidad oral, sin embargo, también se puede encontrar en el

tracto gastrointestinal, el tracto urogenital, ano, ingle y conducto vaginal. *
6,28,29



En la cavidad bucal se ha reportado una prevalencia de C. albicans de 10 % a
45% en personas sanas, de 15 -65% en nifos sanos y de un 60% a 95% en
pacientes inmunosuprimidos.*%28:2°

La mucosa oral es un entorno unico que ofrece una variedad de nichos
ecologicos para la colonizacion microbiana. Entre los factores que influyen
para la colonizacion de C. albicans se encuentran la edad del hospedero,
calidad de la dieta, higiene oral, cambios en el flujo salival, trastornos
sistémicos y en los ultimos afios se ha relacionado con la presencia de
caries.?

Las enfermedades fungicas han presentado una incidencia mayor en las
ultimas dos décadas y con los avances en la medicina, las intervenciones
quirurgicas y el aumento de la poblaciéon inmunocomprometida, la diversidad
de patogenos fingicos va en aumento.*

Las levaduras Candida albicans son oportunistas, tienen la capacidad de
invadir al individuo cuyos mecanismos de defensa se encuentre deteriorado, lo
que provoca enfermedades que van desde micosis superficiales hasta
infecciones diseminadas fatales. Existen ciertos factores predisponentes tanto
locales como sistémicos, como el estado de inmunosupresion causado por la
presencia del VIH, cancer, diabetes mellitus, leucemia, edad (nifios y
ancianos), utilizacion de antibidticos de amplio espectro, utilizaciéon de
esteroides u otros agentes inmunosupresores, quimioterapias citotoxicas,
pacientes en terapia intensiva, pacientes postquirurgicos, pacientes con
alteraciones del sistema gastrointestinal, entre otros, que han contribuido al
incremento de infecciones causadas por este microorganismo a nivel
mundial.®"*°

En un estado normal, el sistema inmune del hospedero puede resistir a las
infecciones superficiales, pero las infecciones por C. albicans pueden conducir
a serios problemas en personas inmunocomprometidas, se han reportado
muertes en personas con trasplantes de corazén causadas por candidiasis
orales.®"* Se relaciona también con endocarditis flingicas y puede llegar al



torrente sanguineo por medio de permeabilidad en el intestino, por medio de la
deglucién, por capilares y vasos sanguineos en las mucosas; lo cual implica
una infeccion sistémica, tal como una infeccion pulmonar, hepatica, renal o
cerebral.®! Otra via de diseminacién es la externa o iatrogénica en la cual los
microorganismos son introducidos al torrente sanguineo por medio de
catéteres, agujas o instrumentos quirdrgicos.>® Existen también indicios de que
C. albicans puede también propagarse dentro del sistema linfatico, siendo la
sangre la principal via para la diseminacion pudiendo asi establecer
infecciones profundas en diferentes 6rganos.®

C. albicans es considerada como la mas comun y virulenta de las especies del
género Candida. La capacidad infectiva de Candida, depende de mecanismos
de patogenicidad que le confieren la capacidad de colonizar superficies,
invadir tejidos internos y evadir las defensas del huésped.®

Mecanismos de patogenicidad de C. albicans

La unidon especifica de Candida albicans a las superficies mucosas y
epiteliales es el paso inicial y primordial para la colonizacion y posterior
infeccion.® Esta capacidad de adhesién impide el desalojo del
microorganismo por la accion de limpieza de las secreciones de la mucosa, lo
que facilita el proceso infeccioso.**** La adhesién de C. albicans a las células
epiteliales y endoteliales involucra una variedad de interacciones entre
adhesinas y ligandos ya que se ha demostrado que los componentes de la
pared celular de la levadura son capaces de interactuar con una variedad de
receptores especificos sobre la membrana de la célula huésped, incluyendo
proteinas y carbohidratos, considerados componentes importantes del proceso
de adhesion y posterior penetracion intracelular del hongo.534°

La inhibicion de la adhesién de C. albicans a las superficies orales es
considerada como una estrategia importante en la prevencion de la

candidiasis oral, por lo que la determinacion de la capacidad de adhesién de



las cepas de C. albicans que colonizan la cavidad bucal es importante para el
desarrollo de nuevos enfoques para la prevencion de la colonizacidn de este
microorganismo.®>®

C. albicans posee diversos mecanismos de patogenicidad como la capacidad
para formar hifas, las cuales crecen continuamente por extensién apical.?’
Ademas este hongo tiene la capacidad de cambiar de estado hidrofilico de su
superficie celular a estado hidrofébico, dicho cambio esta relacionado con la
patogenicidad y por lo tanto, se ha pensado que las células hidrofobicas son
mas patdgenas y se adhieren con mas facilidad a las células epiteliales y a las
superficies plasticas inertes que las células hidrofilicas.®” También se ha
demostrado que otros factores dentro del medio ambiente bucal, tales como la
calidad y cantidad de saliva, el pH y la presencia de bacterias, tienen
influencia sobre la adhesion de Candida a diversas superficies de la cavidad
bucal.®’

Ademas, de presentar capacidad para adherirse a superficies mucosas,
multiplicarse y formar hifas, el proceso patologico va seguido de produccion de
enzimas hidroliticas; fosfolipasas que son capaces de catalizar la hidrdlisis de
fosfoglicéridos y proteinasas que hidrolizan las cadenas peptidicas de las
células.”®® Estas enzimas al ser hidroliticas permiten destruir o alterar
componentes de la membrana, trayendo como consecuencia la disrupcion de
la misma, debido a que los fosfolipidos y proteinas son los principales

constituyentes dichas membranas celulares (cuadro 1).%



Cuadro 1. Mecanismos de patogenicidad de C. albicans’

Mecanismo Factores involucrados Papel del mecanismo
Morfogénesis Formacién de hifas, pseudohifas Invasion a los tejidos y penetracion
o tubos germinales celular
Actividad Produccién de enzimas Dafio a los tejidos, evasion de
enzimatica (fosfolipasas, proteinasas [SAP], respuesta inmune, nutrientes,
Lipasas) degradacion de proteinas humanas
Adherencia Adhesinas (Als, Hwo1, Int1p, Adherencia a células del hospedero
Mnt1p)

Als: secuencias parecidas a aglutininas. Hwo1: Manoproteina de superficie externa. Int1p:
Proteina parecida a integrina. Mnt1p: Proteina de membrana. Sap: Aspartil Proteinasa
Secretada (por sus siglas en ingles)

Los factores de patogenicidad expresados por C. albicans para causar
infecciones varia dependiendo de la cepa, del tipo de infeccion, la etapa, lugar
de la infeccidn y la naturaleza de la respuesta del hospedero.”®

Aunque se han reconocido un gran numero de factores de patogenicidad
potenciales como la morfologia celular, la adhesién, el cambio fenotipico y
extracelular. La actividad proteolitica se ha reconocido desde hace tiempo
como uno de los mecanismos mas importantes, debido a que por medio de
ella C. albicans puede crecer de forma excesiva, ya que estas enzimas
facilitan la adherencia, penetracion e invasion al hospedero. Entre las enzimas
mas importantes se encuentran las fosfolipasas y las aspartil proteinasas
secretadas (Sap).”>®

La actividad proteolitica de estas cepas esta regulada por las Sap, las cuales
son codificadas por genes de la familia SAP compuesta por 10 miembros, los
cuales reciben el mismo nombre (SAP71-SAP10). La familia Sap es
diferencialmente regulada y distintos genes son expresados bajo una variedad

de condiciones ya sea in vivo o in vitro.”*%
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Actividad proteolitica de C. albicans y SAP

La actividad proteolitica de C. albicans esta regulada por la presencia de una
enzima proteinasa, la cual le garantiza al hongo un sistema eficiente y flexible
que puede garantizar su éxito como patéogeno oportunista.®® La proteinasa
tiene funciones especializadas durante el proceso infeccioso que incluyen la
degradacion de proteinas de la membrana de las células del hospedero,
facilita la adhesion y la invasiéon a los tejidos, asi como la digestion de
moléculas del sistema inmunitario del huésped.®

En C. albicans se han descrito varios miembros de una gran familia de
enzimas de secrecion aspartico proteinasas o aspartil proteinasa secretada
(Sap), a las cuales se les debe su actividad proteolitica, estas son codificadas
por los genes de la familia SAP, la cual cuenta con diez miembros y que esta
regulada diferencialmente; ademas, sus distintos miembros se expresan bajo
una variedad de condiciones de crecimiento de laboratorio y durante las
infecciones experimentales in vivo e in vitro.” Ocho de estas proteinasas
(Sap1-8) se secretan en el espacio extracelular, mientras que Sap 9 y Sap10
en la membrana de proteinas ancladas.*

Las Saps se han encontrado solo en especies patogénicas como son C.
albicans, C. dubliniesis, C. tropicalis y C. parapsilosis. Mientras que esta
ausente en aquellas cepas que no son tan patogénicas. Una cepa de C.
albicans puede tener varios genes SAP, sin embargo, actua sobre diferentes
proteinas del hospedero y tejidos en vivo.®

Sintesis de las SAP

Los diez genes SAP codifican pre y proenzimas de aproximadamente 60 a 200
aminoacidos, mayor que la proteina madura. El segmento sefal N-terminal es
fragmentado por una sefal peptidasa en el reticulo endoplasmico. El

propéptido se remueve para activar la enzima por una proteinasa semejante a
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subtilisina Kex-2 en el aparato de Golgi, antes de que sea transportada, via
vesiculas, hacia la superficie de la célula para la secrecién o glucosilacién.41
Se sabe que existen otros procesos alternativos para la activacién de las Sap
de C. albicans, como la autoactivacion que ocurre extracelularmente para
Sap1, Sap 2, SaP 3 y Sap 6 a ciertos valores de pH. Las proteinas maduras
contienen una secuencia de motivos tipicos de todas las aspartil proteasas,
que incluyen los dos residuos aspartato conservados en el sitio activo. Es
posible que los residuos cisteina conservados mantengan la estructura

tridimensional de las enzimas.”®

Funciones de las Proteinasas

Durante el proceso infeccioso, las proteinasas tienen funciones
especializadas, las cuales incluyen digestion de moléculas proteinicas para
adquirir nutrientes, sin embargo, ya han evolucionado y tienen funciones mas
directas, como la adhesion e invasion a los tejidos, para degradar o
distorsionar la superficie celular del huésped para evitar o resistir el ataque de
los antimicrobianos, asi mismo, pueden degradar defensas inmunoldgicas y
estructurales tales como IgA secretora, la cual se cree q contribuye a la
defensa contra la candidiasis bucal, a-macroglobulina, proteina C3,
lactoperoxidasa, colagena y fibronectina.”°

Sap 2 ha sido una de las proteinasas mas estudiadas. La actividad de la Sap2
permite que el hongo crezca de manera eficiente en medios de cultivo que
contienen albumina de suero u otras proteinas como Uunica fuente de
nitrégeno.*' Esta isoenzima actGa principalmente a valores de pH &cidos y
actua sobre una gran variedad de sustratos, digiere proteinas del huésped
para proporcionar nitrogeno para las células, degradando proteinas como las
de la matriz extracelular, colageno, queratina, laminina, fibronectina y mucina.
Ademas, puede degradar proteinas de defensa, tales como la lactoferrina

salival, el inhibidor de la proteina alfamacroglobulina, las enzimas
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respiratorias, macrofagos y casi todas las inmunoglobulinas, incluyendo a la
IgA secretora, que normalmente es resistente a la mayoria de las proteinasas
bacterianas.®*®**" Sap 2 tiene la capacidad de activar citoquinas
proinflamatorias, las cuales juegan un papel importante en la activacion y
mantenimiento de la respuesta inflamatoria epitelial.**° Ademas, puede alterar
la homeostasis vascular debido a que activa la cisteina epidérmica inhibidora
A'y se une al precursor peptidico 1 (péptido vasoconstrictor).9

La virulencia de C. albicans se ha correlacionado con el nivel de actividad
proteolitica, dado que se ha demostrado que las cepas provenientes de
pacientes que presentan infecciones ya sean orales o vaginales presentan
mayor actividad proteolitica que aquellas que provienen de pacientes
portadores asintomaticos de C. albicans.*!*?

Se ha encontrado también, que la adhesién de C. albicans también es
regulada por la actividad proteolitica, demostrandose que aquellas cepas que
se encontraban mas fuertemente adheridas a la mucosa presentaban mayor
protedlisis que aquellas que no se encontraban tan fuertemente adheridas.*’
Las Sap 1-6 presentan una importante actividad invasiva y su actividad
proteolitica se relaciona con el pH del medio, Sap 1-3 tienen mayor actividad a
valores de pH mas bajos (pH 2-5) y se expresan en los estados iniciales de la
infeccion cuando el hongo es levaduriforme, mientras que, Sap 4-6 presentan
mayor actividad a valores mas altos (pH 3-7) cuando presenta forma de hifa,
ademas, han demostrado ser mas resistentes a la fagocitosis y se han
relacionado con infecciones sistémicas, incluyendo mucosas, sistema nervioso
central, corazén, pancreas y rifiones.”*'*? Las Sap 1-3 y 6 se han relacionado
con las infecciones de la cavidad bucal, mientras que las Sap 1 y 2 en
infecciones vaginales. En el cuadro dos se resumen las principales

propiedades de las Sap (cuadro 2).”
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Cuadro 2. Principales propiedades de las enzimas aspartil-proteasas de C. albicans (Sap).7

Caracteristica Sap1 Sap2 Sap3 Sap4 Sap5 Sap6 Sap7 Sap8 Sap9

Presente en X X X X
infecciones orales
Presente en X X
infecciones vaginales
Presente a las 72h de X X X X X
infeccion
Presentes en forma de X X X
levadura
Presentes en forma de X X X
hifa
Presentes en X X X X X X
enfermedad invasiva
pH 6ptimo (2-5) X X X
pH optimo (3-7) X X X
Infecciones X X X X
sistémicas
Regulada por X

temperatura

La actividad proteolitica se ha encontrado de un 42% a un 94% de las cepas
de C. albicans, dependiendo del sitio anatdmico de donde se aislen, si
presenta o no candidiasis y del estado de salud general del paciente, siendo

mas proteoliticas en pacientes inmunocomprometidos.®4%4®

Genotipos de C. albicans

Se cree que la produccion de proteinasas esta relacionada con algunos
genotipos de C. albicans. Sugita y cols., en 2002, asociaron un alto nivel de
produccion de proteinasa y un genotipo que alberga un intron del tipo | de
autoempalme (CaLSU) localizado en el gen que codifica la subunidad grande
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del rRNA." Las cepas de C. albicans se pueden diferenciar de acuerdo a la
presencia del intron en CaLSU en tres genotipos principales, el genotipo A, sin
el intron, el genotipo B, que alberga el intron, y el genotipo C, que es
heterocigoto, que posee y no, el intrén en un Unico genoma.'%*?

En los ultimos afios se han descrito otros dos genotipos, a los cuales se les ha
denominado genotipo D y E. Para clasificar las cepas de C. albicans se utiliza
el gen 25S rRNA, la clasificaciéon se basa en los productos de amplificacion,
genotipo A (450pb), B (840), C (450 y 840pb), D (1080pb) y E (1400pb). Por
otro lado, se ha encontrado una correlacion entre el genotipo y la
susceptibilidad a los antifiingicos.** Un estudio muestra que el genotipo A fue
menos resistente a los azoles en contraste con el genotipo B que resulto ser
mas resistente al Fluconazol.** Sin embargo, otro estudio muestra mayor
resistencia del genotipo A la fluccitocina que los genotipos B y C, ademas, se
ha encontrado que la resistencia a antifungicos se debe a la pérdida del intron
en el gen 25S rRNA (lo cual indica que es genotipo B), lo que hace suponer
que la resistencia se va adquiriendo cuando cambia de genotipo B a genotipo
A, y que el genotipo C es una transicion entre uno y otro o alguna combinacion
de ambos, sin embargo esto no se ha comprobado.*®

Se ha encontrado que el genotipo mas prevalente en los aislados de C.
albicans es el A, y se ha asociado a la patogenia y el potencial invasivo de las
cepas.*® Sin embargo, se ha relacionado al genotipo B con la produccién de
proteinasas, dato que lleva a considerar que el genotipo B se relaciona con
mayor patogenicidad de las cepas de C. albicans.®"?

Los genotipos A, B y C pueden detectarse en la mucosa oral y en la placa
dental de nifos sanos. El genotipo D se ha aislado en la bolsa periodontal de
los pacientes sistematicamente sanos con periodontitis, mientras que el

genotipo E raramente esta presente en la cavidad oral.*’
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Caries y Candida albicans

La caries dental es una enfermedad bucal que destruye los tejidos duros del
diente. Es causada por la interaccion de 4 factores principales. Entre ellos
destaca la interaccion de bacterias acidogenas, las cuales tienen la capacidad
de sintetizar acidos a partir de hidratos de carbono (por lo regular una
sacarosa), lo que resulta en la destruccion de los tejido duros del diente.?”*®
Entre las bacterias encontradas en la caries dental destacan S. mutans,
Actinomyces y especies de Lactobacilllus®*. Sin embargo, en los ultimos afios
se considera que Candida albicans tiene un alto potencial cariogénico, este
microorganismo se encuentra con frecuencia en dentina cariada debido a que
presenta capacidad para producir y tolerar acidos, aunque se conoce muy
poco acerca de su papel en la etiologia de la caries, principalmente en nifios,
seguido por adolescentes y adultos jovenes.*? Candida albicans puede
interactuar con diversas bacterias relacionadas a la caries, de hecho se cree
que mejora la adhesion de Streptococcus mutans a la biopelicula oral y a la
sustancia dental cariada.*?%49%0

Al igual que otras bacterias relacionadas con la caries dental, C. albicans tiene
un alto potencial acidogénico y formador de biopeliculas en presencia de
azucares de la dieta y, aunque estudios muestran pocas unidades formadoras
de colonias en las cavidades cariosas, este microorganismo presenta una
biomasa mayor que la de otras bacterias como los Streptococcus.®’ Ademas
de relacionarse con las cavidades cariosas, este microorganismo muestra
relacion con las infecciones endodonticas y fracasos en tratamientos,
hallandose en conductos radiculares infectados.?®

Estudios in vitro demuestran la capacidad que tiene Candida albicans de
aumentar su adherencia a las superficies celulares epiteliales y objetos
inanimados en presencia de carbohidratos. Estas observaciones pueden ser
relevantes si se consideran las dietas ricas en carbohidratos, lo cual puede
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predisponer a los individuos a infecciones orales con Candida. Este
mecanismo es debido a la produccion de una capa fibrilar superficial.®’

C. albicans tiene la capacidad de adherirse a los tubulos dentinarios por medio
de la produccién de hifas, ademas, tiene caracteristicas que lo hacen
cariogénico, excreta acidos organicos por reduccion del pH.*>*? La velocidad
de la formacion de acidos a partir de glucosa por parte de C. albicans y
Lactobacillus orales han mostrado una acidogenicidad similar en ambos
microorganismos, S. mutans acidifica a un pH de 5.5 hasta un pH de 4.2,
mientras que C. albicans sigue secretando &cidos a un pH de 4.5%%2 C.
albicans puede secretar acidos organicos, principalmente piravico y lactico.
Ademas, C. albicans se adhiere a la hidroxiapatita del esmalte dental y puede
disolverla 20 veces mas rapido que otros microorganismos cariogénicos como
S. mutans, y ya en la dentina, se une al colageno tipo I, que es el componente
principal de la materia organica de la dentina (90%), donde secreta una
enzima proteolitica (Sap) que es capaz de degradar dicho colageno en
condiciones acidas.*!°%%2

Estudios en nifios y con relacion a caries y Candida, muestran una mayor
prevalencia de este microorganismo en presencia de caries, ya sea en la
cavidad oral o directamente en piezas dentales afectadas.’?Akdeniz en 2002,
realizé un estudio en la cavidad oral de nifios con y sin caries, encontrando
69% de C. albicans en la cavidad oral de nifios con dientes cariados, mientras
que solo encontré 5% en la cavidad oral de nifios sin caries.”® De Carvalho y
cols., en 2006, encontraron una prevalencia de 60.4% de C. albicans en
dentina y placa dental de nifios con caries, mientras que en aquellos nifios que
no presentaban caries solo encontré una prevalencia de 14.3%2%. Siahi-
Benlarbi y cols. en 2010, por su parte encontraron 75.4% de C. albicans en la
cavidad oral de nifios con caries, y 26% en nifios libres de caries.®' Yang y
cols., en 2012, encontraron C. albicans en 57% en dientes cariados y en 14%
de superficies dentales sanas de los mismos pacientes que presentaban

caries, en contraste con las superficies dentales de nifios sin caries, en donde
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no se logré aislar C. albicans.**. En 2012, Srivastava reporté una prevalencia
de 98% de C. albicans en la cavidad oral de pacientes pediatricos con caries
mientras que solo un 33% en pacientes libres de caries.*

Actividad proteolitica en caries dental

Como ya se ha mencionado, C. albicans tiene la capacidad de adherirse a los
tubulos dentinarios y acidificar el medio para formar cavidades dentro de los
dientes.®> Ademas de esta capacidad, ciertas proteinasas actiian bajo pH
acido y tienen el potencial de degradar fibras de colageno y proteinas, las
cuales son los principales componentes de la dentina (colageno tipo | vy
glucoproteinas).*®>2

Hasta ahora, este tipo de investigacidn se ha centrado principalmente en los
niveles de actividad proteolitica de candidiasis bucal, vaginal, orofaringea y
gastrointestinal. Sin embargo, la actividad proteolitica en muestras obtenidas
de biofilm dental y su relacién con la caries atn no se conoce bien.*®

En el estudio de Li (2014), se detecto actividad proteolitica tanto de nifios con
y sin caries, encontrando mayor prevalencia en el grupo de nifios con caries.
Estos hallazgos sugieren que la actividad proteolitica podria desempefar un
papel importante en el desarrollo de caries.*®

En 2012 Portela y cols., realizaron un estudio acerca de la actividad
proteolitica de C. albicans provenientes de la mucosa oral y dentina cariada de
nifios con VIH, encontrando que las cepas provenientes de la dentina cariada
presentaban mayor actividad proteolitica y mayor capacidad de degradar
colageno tipo I.""

Otro estudio en relacion a caries dental, realizado en poblacién infantil de
Brasil, no mostr¢ diferencia significativa entre la actividad proteolitica de las
cepas de C. albicans aisladas de la cavidad oral de nifios con y sin caries,

dado que el 94% de las cepas que aislaron presentaron dicha actividad.?®
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Genotipos de C. albicans en caries dental

Existen estudios acerca de la los genotipos de Candida en las diferentes
partes del cuerpo, pero se sabe muy poco acerca de la genotipificacion en
relacion a la caries dental.*

Xia y cols., encontraron en un 75% del genotipo A, 8.3% del genotipo B y
16.4% del genotipo C en dientes cariados de nifios chinos.**

Li y cols., en 2014 encontraron los genotipos A, B y C de C. albicans en los
biofilms dentales de nifios con caries, siendo mas prevalente el genotipo A en
este grupo de nifios (56.4%), mientras que los genotipos A y C fueron
detectados en los biofilms dentales de nifios libres de caries, siendo mas
prevalente el genotipo C (52.9%), en este grupo de niflos no encontraron
genotipo B. También encontraron una correlacion significativa entre el
genotipo A y mayor actividad proteolitica en nifios con y sin caries.*®

Por su parte Qui y cols., en 2015 encontraron mayor prevalencia del genotipo
A en nifios sin caries. De todas las cepas provenientes de nifios sin caries el
83.3% pertenecio al genotipo A, mientras que el 19% pertenecio al genotipo B,
pero no se encontro este genotipo en nifios libres de caries. El genotipo C fue
encontrado tanto en las cepas de nifios con y sin caries (24.8 y 16.7%
respectivamente).*’

Sobre genotipos de C. albicans y caries dental aun no se conoce mucho, por

lo cual falta realizar mas estudios de esta indole.*’
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IV. OBJETIVOS

GENERAL

* Determinar la asociacion entre la actividad proteolitica y genotipos de
C. albicans con la caries dental.

ESPECIFICOS

* Determinar la prevalencia de C. albicans en la cavidad oral de nifios

con y sin caries dental.

* Identificar los genotipos de C. albicans presentes en la cavidad oral de

nifos con y sin caries.

* Evaluar la actividad proteolitica de cepas de C. albicans en nifios con y

sin caries dental.

* Determinar el indice CPOD/ceo de nifios portadores y no portadores de
C. albicans.

* Determinar la asociacion entre la actividad proteolitica, los genotipos de

C. albicans y la caries dental, asi como la asociacion de dicha actividad

con el indice CPOD/ceo.
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V. HIPOTESIS

Existe una asociacion positiva entre Candida albicans, la actividad proteolitica
de estas cepas y sus genotipos con la presencia de caries dental.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Tipo y diseiio del estudio

Estudio de corte transversal, observacional con muestreo no probabilistico por

seleccion intencionada.

6.2 Universo

Nifos que acudieron a la Facultad de Odontologia de la Universidad
Auténoma de Yucatan (FOUADY).

6.3 Muestra

Todos los nifios de 6-12 afios con denticion temporal, mixta o permanente que
acudieron al Departamento de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Autonoma de Yucatan, del periodo de mayo a diciembre del
2015.
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6.4 Definicion de las variables y escalas de medicién

Cuadro 3. Establecimiento de variables

Variables Tipo de variable Escala de Grado de Indicador
medicion precision
Presencia de Independiente Cualitativa Con presencia Indice
caries Nominal Ceo/CPO
Sin presencia
Presencia de Dependiente Cualitativa Con presencia PCR
cepas de C. Nominal
albicans en la Sin presencia
cavidad oral
Genotipos de C. Dependiente Cualitativa Tipo de genotipo PCR
albicans Nominal A B, C
Actividad Dependiente Cuantitativa 0-1 indice Pz
proteolitica Continua
Género Independiente Cualitativa Hombre o Cuestionario
Nominal mujer
Edad Independiente Cuantitativa Afos de edad Cuestionario
Discreta
6.5. Criterios

6.5.1 Criterios de inclusion:

* Nifios sanos de 6-12 afios de edad, de uno u otro género que acudieron
al posgrado de Odontopediatria de la FOUADY, para atencion
odontologica.

* Nifos cuyos cuidadores brindaron su consentimiento informado y

autorizaron que los nifios participen en el estudio.

6.5.2. Criterios de exclusion

* Nifos que presentaron enfermedades sistémicas.
* Nifios que presentaron infecciones en la cavidad oral o en la garganta.
* Nifios que se encontraban tomando antibi6ticos.

* Nifios que no permitieron que se les tome muestra de la cavidad oral.
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6.5.3 Criterios de eliminacion:

1. Muestras que se contaminaron o que se perdieron durante la

manipulacion.

6.6 Fuentes y recoleccion de la informacion

A los cuidadores de todos los nifios que cumplieron con los criterios de
inclusion, se les explico el procedimiento y se les dio una carta de
consentimiento informado, la cual fue firmada (anexo1). Se llen6 un
cuestionario con preguntas sobre habitos, alimentacion de los nifios vy

observaciones bucodentales (anexo2).

6.6.1 Determinacioén del indice CPO/ceo

Se valoro la cavidad oral de los nifios que participaron en el estudio y se les
saco el indice CPOD/ceo, segun lo descrito por Nezar y la OMS en la
encuesta de salud bucal, que consiste en sumar los dientes danados o
cariados, extraidos y obturados.>**°
El indice CPOD es para dientes permanentes y se saca tomando en cuenta el
numero de dientes Cariados, Perdidos y Obturados
Entre los cariados se incluyeron:

* Dientes con cavidad cariosa.

* Con restauraciones filtradas o dafiadas.

* Con una raiz.

* Restauraciones temporales.
Entre los perdidos se incluyeron:

* Dientes extraidos por tratamiento de ortodoncia, impactacion o

enfermedad periodontal.

* Los dientes no erupcionados.
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* Ausencia congénita.

* Auvulsion de dientes debido a un trauma o accidente.
Entre los dientes obturados se incluyeron:

* Obturados por trauma (fractura).

* Obturados por hipoplasia o estética.

* Por un tratamiento de conductos sellado.

* Sellado de fosas y fisuras.
Nota:
1- Un diente se considera que esta en erupcion cuando se expone sélo la
punta de la cuspide del borde de la superficie oclusal o incisivo. Los dientes
excluidos en el indice CPOD son:

* Los dientes supernumerarios.

* Eltercer molar
2- Limitaciones - indice CPO puede ser valido en los adultos mayores o en los
nifos porque puede sobrestimar registro de caries por casos distintos de la
caries dental.
3- Cada diente sélo puede tener una clasificacion.

Calculo del indice CPOD=C + P + O

Numero maximo 32

El indice ceo es parecido al indice CPO, solo que cambia el componente “P”
por “e”, donde no se toman en cuenta los dientes extraidos, sino que solo los
indicados para extraccion.

Numero maximo 20.

Para la denticion mixta se realiza tanto el indice CPO como el ceo.***°

Con base en los resultados de los indices CPOD/ceo, los nifios se dividieron
en dos grupos: un grupo de nifios con caries 0 que presentaron un indice ceo
o CPO mayor o igual a 1 y un grupo control que presente un indice ceo y CPO

igual a cero.
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6.6.2 Toma de la muestra:

Las muestras se tomaron a todos los participantes del estudio, para
posteriormente ser procesadas en el laboratorio de Microbiologia Oral vy
Biologia Molecular de la Facultad de Odontologia de la UADY.

Las muestras microbiolégicas fueron obtenidas con un hisopo estéril para
cada nifio, pasandolo 5 veces en forma circular por la mucosa oral (carrillos,
paladar, lengua), en el epitelio gingival y en lesiones cariosas en caso de
pertenecer al grupo de nifios con caries y tejidos dentales de nifios libres de

caries.’ Las muestras fueron transportadas al laboratorio en caldo Tood Hewitt.’

6.6.3 Cultivo y pruebas microbioldgicas

a) Pruebas fenotipicas

Las muestras fueron cultivadas en agar dextrosa sabouraud (ADS) durante 24-
48 horas a 37 °C°. De acuerdo a lo observado las colonias sospechosas se
sembraron en CHROMagar Candida mediante la técnica de estria cruzada
para el aislamiento de colonias, durante 24-48horas a 37 °C.%°
Posteriormente de acuerdo a la incubaciéon se seleccionaron las cepas

presuntivas de C. albicans con base en lo establecido en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Caracteristicas morfolégicas de Candida albicans en medios de ADS vy
CROMagar Candida.

Medio de cultivo Morfologia
Agar Dextrosa Colonias de Candida con morfologia circular, lisas, elevadas ligeramente
Sabouraud convexas, de 1 a 3mm.

Crecimiento abundante de coloracion blanca.®

CRHOMagar Colonias abundantes, de color verde claro, indicativo de Candida albicans.>
Candida

6.3.4 Identificacidon de C. albicans por medio de PCR

La confirmacion de la especie se llevd a cabo mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Como control positivo se utilizé la
cepa de referencia de C. albicans ATCC10231 y como control negativo agua
destilada estéril.

a) Extraccion del DNA para el analisis molecular:

La extraccion del DNA de las cepas a estudiar se llevd a cabo utilizando un
método de extraccion rapida, el cual ha demostrado su eficacia en diversos
estudios. El método se basa en un proceso simple de ebullicion y congelacion.
Se toma una UFC de la levadura desarrollada en ADS durante 48 horas a 37
°C, posteriormente se suspendido en 500 pL de agua destilada estéril y se
calentd durante 15 minutos a 95 °C, seguidamente se congel6é a -70 °C
durante 15 minutos. Al cabo de este tiempo, la suspensidon lisada se
descongel6é a temperatura ambiente y se procedid a la separacién de los
desechos celulares presentes en el extracto a través de centrifugacion durante
5 minutos a 16,000 rpm. El sobrenadante se colocd en un tubo Eppendorf

estéril para su conservacion a -70 °C, hasta el momento de su uso.*’
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b) ldentificacién de C. albicans mediante la técnica de PCR:

Para la confirmacion de la especie de C. albicans se llevé a cabo el método de
PCR multiplex segun el procedimiento descrito por Yang y cols. Se utilizd un
par de oligonucledtidos en cada ensayo, para la amplificacién del gen 25S
rRNA (cuadro 5).%8

Cuadro 5. Oligonucleétidos especificos para C. albicans

Oligonucleotidos Secuencia (5°-3) Tamafio Especificidad
amplificado
CAL5 5-TGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCCG-3’
175 pb C. albicans
NL4CAL 5-AAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTA TAA-3’

La mezcla de reaccién de PCR para un volumen total de 25 uL se preparard
de la siguiente manera: 20 pmol de cada uno de los oligonucleotidos
especificos, 2.5 mM de MgCl,, buffer PCR (10 mM de Tris-HCI, 10 mM de
KCI), 0.2 mM de la mezcla de dNTPs, 2.5 U de Tag DNA polimerasa, 10 ng de
DNA en estudio y agua destilada hasta completar a 25 yL. La reaccion de
amplificacion se llevd a cabo con un ciclo inicial a 95 °C durante 6 min,
seguido de 30 ciclos de 30s a 94 °C, 30s a 58 °C y 30s a 72 °C, con una
incubacion final de 10 min. a 72 °C.*®

c) Electroforesis en gel de agarosa:

Todos los productos de la PCR, fueron analizados por medio de electroforesis
en geles de agarosa al 1%, en un buffer de corrida TBE (Tris 1M, acido boérico
0.9M, EDTA 0.01 M) 1X a 100 V durante 1 hora. Los geles se tifieron con 0.5
mg/mL de bromuro de etidio durante 15 min. Posteriormente, las bandas
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fueron visualizadas en un transiluminador de luz UV. El tamafo del fragmento
del DNA amplificado se determiné por comparacion con un marcador de peso
molecular de 100 pb.*® La cepa de C. albicans ATCC 10231 se utilizd como
control positivo.

6.6.5 Cuantificacion de la actividad proteolitica en cepas positiva a Candida
albicans

A las cepas positivas para C. albicans se le cuantificé la actividad de la
proteinasa. Se cultivd 1 colonia de la cepa de C. albicans crecida previamente
en ADS, durante toda la noche en 5 mL de medio liquido dextrosa sabouraud
(CDS) a 36 °C y en agitacion a 200 rpm en una incubadora orbital,
posteriormente, las células se recolectaron por centrifugacion a 2500 rpm
durante 10 minutos y se realizaron 3 lavados con solucién de buffer fosfato
(PBS pH 7.4) a 3000 rpm durante 3 minutos, posteriormente fueron
suspendidas de nuevo hasta alcanzar una densidad de 1 x 10® UFC/mL. Se
tomaron 5 pL de la suspension y se colocaron en el medio Agar Suero
Albumina Bovina (1% de bactoagar, 0.1% de KH2PO4, 0.5% de MgSO4, 1% de
glucosa, 0.16% albumina sérica bovina), pH 3.5. Los inéculos se realizaron por
triplicado. Las placas se incubaron a 37°C durante 7 dias.®®° Todos los
ensayos se realizaron por triplicado y en dos ocasiones diferentes, usandose
la cepa de C. albicans ATCC 10231 como control positivo.®°

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se observd la presencia de
halos alrededor de las colonias (zona de produccion enzimatica) y se calculo
el indice de actividad enzimatica (Pz), para esto se dividi6 el diametro de la
colonia levaduriforme entre el diametro de la colonia mas la zona de
produccion enzimatica. El indice de Pz puede tomar valores que van de cero a
uno, indices de Pz comprendidos entre 0.64 y 0.99, son considerados como
actividad positiva. La escala de Pz se divide de la siguiente manera: los
valores menores de 0.69 son considerados como de muy fuerte actividad, los
valores comprendidos entre 0.70 y 0.79 de actividad fuerte, los que se
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encuentren entre 0.80 y 0.89 de actividad débil y los que se encuentren entre

0.9 y 0.99 como de muy débil actividad.?*°

6.6.6 ldentificacion del genotipo mediante PCR

a) PCR

Las cepas positivas a C. albicans, fueron sometidas al siguiente PCR multiplex

descrito por Li y cols. en 2014*%. Para la determinacién del genotipo se utilizé

un par de primers (cuadro 6), el cual permite identificar a los cinco

genotipos.

Cuadro 6. Oligonucleétidos especificos para la determinacién del genotipo

Oligonucleétidos Secuencias (5-3") Tamaiio del Especificidad
producto
amplificado
(pb)
CA-INT-L ATAAGGGAAGTCGGCAAAATAGATCCGTAA 450 C. albicans
genotipo A
840 C. albicans
genotipo B
450y 840 C. albicans
genotipo C
1080 C. albicans
genotipo D
CA-INT-R CCTTGGCTGTGGTTTCGCTAGATAGTAGAT 1400 C. albicans
genotipo E
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La mezcla de reaccién de PCR para un volumen total de 50uL que se prepard
con: 1 yM de cada uno de los oligonucledétidos especificos, 1.5 mM de MgCly,
2 mM de la mezcla de dNTPs, 2.5 U de Tag DNA polimerasa, 2.0 yL de DNA
en estudio (5 pg/mL). La reaccion de amplificacion se llevo a cabo con un ciclo
inicial a 93°C durante 6 min, seguido de 40 ciclos de 30 s a 93°C, 45 s a 55°C

y 45 s a 72°C, con una incubacion final de 10 min a 72°C.*4®

b) Electroforesis en gel de agarosa:

Todos los productos de la PCR, fueron analizados por medio de electroforesis
en geles de agarosa al 1.5%, en un buffer de corrida TBE (Tris 1 M, acido
borico 0.9 M, EDTA 0.01 M) 1X a 70 V durante 30 minutos. Los geles se
tineron con 0.5 mg/mL de bromuro de etidio durante 15 minutos.
Posteriormente, las bandas fueron visualizadas en un transiluminador de luz
UV. El tamafno del fragmento del DNA amplificado se determiné por
comparacion con un marcador de peso molecular de 100 pb.

De acuerdo con el resultado de la electroforesis, los genotipos de C. albicans
fueron divididos en 5 grupos: 450 pb para el grupo A, 840 pb para el grupo B,
ambos para el grupo C, 1080pb para el genotipo D y 1040 pb para el genotipo
E.61

6.7 Analisis estadistico

Para la presentacion de resultados se elabor6é una base de datos con toda la
informacion, utilizando el paquete estadistico SPSS V22.0. Se realizé el
analisis descriptivo de las variables mediante proporciones, frecuencias y
desviaciones estandar. Para la comparacion de grupos se utilizo chi-cuadrado,

regresion lineal simple y analisis de varianza.
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VIl RESULTADOS

Se analizaron 293 muestras de la cavidad bucal obtenidas del mismo numero
de nifios con edad de entre 6 y 12 anos, de los cuales, 135 (46.1%)
correspondieron al sexo femenino y 158 (53.9%) al sexo masculino. La edad
promedio fue de 8.5 afos de edad.

De las 293 muestras analizadas, 173 (59.0%) presentaron caries y 120

(41.0%) se encontraron libres de caries (cuadro 7).

Cuadro 7. Frecuencia y porcentaje de nifios con y sin caries

Caries Numero Porcentaje
(%)
Presencia 173 59.0
Ausencia 120 41.0
Total 293 100.0

Del total de todas las muestras obtenidas, los cultivos en ADS mostraron que
el 20.5% (60) fueron positivos al género Candida, sin embargo, los cultivos en
CHROMagar Candida como diagnostico presuntivo mostraron que de éstos, el
88.3% (53/60) pertenecieron a C. albicans. Estos cultivos fueron confirmados
por medio de la PCR, dando todos positivos, es decir el 18.1% (53/293) de
todos los nifios estudiados, fueron portadores de C. albicans (fig 1, 2y 3).
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Figura 1. Cultivo de Candida en ADS
(Fuente: Departamento de Investigacion en Microbiologia Oral, FOUADY).

Figura 2. Cultivo de C. albicans en CHROMagar Candida, colonias de
color verde claro, con diagndstico de C. albicans
(Fuente: Departamento de Investigacion en Microbiologia Oral, FOUADY).
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Figura 3. PCR de muestras C. albicans, carril 1=MPM de 100 pb 2= control positivo
ATCC10231, carril 3-9 muestras positivas a C. albicans a 175 Pb, carril 10= control
negativo (Fuente: Departamento de Investigacion en Microbiologia Oral, FOUADY).

Del total de nifios que presentaron caries, el 26.0% (45/173) fueron portadores
de Candida, mientras que del grupo de nifios libres de caries solo 12.5%
(15/120) presentaron Candida (X*=7.94 p<0.05). De los aislados de Candida
perteneciente al grupo de niflos con caries el 86.6% (39/45) fueron
identificados como C. albicans, es decir el 22.5% (39/173) de este grupo de
ninos presentd C. albicans. En tanto que de los aislados de Candida
provenientes del grupo de nifos libres de caries el 93.3% (14/15) fueron
identificadas como C. albicans, es decir que solo el 11.7% (14/120) de los
nifios libres de caries presenté C. albicans (X?=5.66 p<0.05) (cuadro 8 y 9). De
las 53 cepas identificadas como C. albicans, el 73.6% (39) provinieron de
nifos con caries, mientas que el 26.4% (14) provinieron de nifios libres de

caries.
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Cuadro 8. Distribucion de Candida en nifios con caries y libres de caries

Candida Nifios con Nifios sin caries  Total X? P
caries (%) (%)
Positivos 45 (26.0) 15 (12.5) 60 0.005
Negativos 128 (74.0) 105 (87.5) 133 7.94
Total 173 120 293
Cuadro 9. Distribucion de C. albicans en nifios con caries y nifios libres de caries
Candida albicans Nifos con caries Ninos sin caries Total X P
(%) (%)
Positivos 39(22.5) 14 (11.7) 53
Negativos 134 (77.5) 106 (88.3) 240 5.66 0.017
Total 173 120 293

Se realiz6 un analisis y comparacion de las medias del indice ceo y del indice

CPOD en el grupo de nifios portadores como en el de los no portadores de C.

albicans. La media del indice ceo en nifios no portadores de C. albicans fue de

2.10, mientras que la media de dicho indice en portadores fue de 3.26, con

una p< 0.05 (cuadro 10). La media CPOD en nifios no portadores de C.

albicans fue de 0.56, mientras que la media de dicho indice en portadores fue

de 0.71 con una P>0.05 (cuadro 11). En general se observa una diferencia de

medias de dientes cariados en nifios portadores y no portadores de C.

albicans de 3.94 y 2.66 respectivamente con una p<0.05, indicando diferencia

significativa entre ambos grupos (cuadro 12).
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Cuadro 10. Comparacion de medias del indice ceo en portadores y no portadores de C.

albicans
C. albicans N Media Desviacion p
estandar
No portadores 240 2.10 2.77
Portadores 53 3.26 3.07 0.007
Total 293 2.31 2.86

Cuadro 11. Comparacion de medias del indice CPOD en portadores y no portadores de C.

albicans
C. albicans N Media Desviacion p
estandar
No portadores 240 0.56 1.15
Portadores 53 0.71 1.34 0.39
Total 293 0.59 1.19

Cuadro 12. Comparacion de medias del nimero total de caries en portadores y no portadores
de C. albicans

C. albicans N Media Desviacion p
estandar
No portadores 240 2.66 3.15
Portadores 53 3.94 3.34 0.009
Total 293 2.89 3.23

Se realizé la prueba de la PCR para la identificacion de genotipos de las cepas
identificadas previamente como C. albicans. Del total de cepas, 50 (94.3%)
fueron genotipo A, (siendo el 67.9% provenientes de nifios con caries y el
26.4% de nifos sin caries); solo dos (3.8%) genotipo By 1 (1.9%) genotipo C
(ambas de nifios con caries). Sin diferencia significativa entre los diferentes
genotipos y grupos de estudio (p<0.05) (figura 4 y 5, cuadro 13).
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Figura 4. PCR para genotipificacion de cepas C. albicans. Carril 1
MPM de 100 pb, carril 4 control positivo ATCC 10231, carriles
5,6,8 y 9 genotipo A (450pb), carril 7 genotipo C (450 y 850pb),

carril 10 control negativo. (Fuente: Departamento de Investigacion

en Microbiologia Oral, FOUADY).

Figura 5. PCR para genotipificacion de cepas C. albicans. Carril 1
MPM de 100 pb, carril 2 control positivo ATCC10231, carriles 4-
11y 13 genotipo A (450pb), carril 7 genotipo B (450pb), carril 14
control negativo. (Fuente: Departamento de Investigacion en
Microbiologia Oral, FOUADY).
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Cuadro 13. Distribucion general de Genotipos de C. albicans en nifios con y sin caries,
Porcentajes de acuerdo a la distribuciéon general de los diferentes genotipos en presencia
0 ausencia de caries

Genotipos de C. albicans (%)

Grupos A B C Total P
de
estudio
Con 36 (67.9) 2(3.8) 1(1.9) 39 (73.6)
caries 0.56
Sin 14 (26.4) 0 0 14 (26.4)
caries
Total 50 (94.3) 2 (3.8%) 1(1.9) 53 (100)

A los aislados de C. albicans se les evaluo la actividad proteolitica utilizando el
indice Pz, encontrandose que, todas las cepas de C. albicans provenientes de
la cavidad bucal presentaron diversos tipos de actividad proteolitica, la cual
varié de baja actividad a muy alta actividad. La media de la actividad de las
cepas encontradas en la cavidad oral de los nifios fue de 0.70; en nifios libres
de caries se encontré una media de 0.76, mientras que, en niios con caries se

encontré una media de 0.67 con una p<0.05 (fig. 6 y 7).

Figura 4. Placa de BSA, donde se observa el didmetro del
in6culo de C. albicans y el halo de precipitacién por la
actividad proteolitica
(Fuente: Departamento de Investigacion en Microbiologia Oral,
FOUADY).
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Figura 5. Comparacion de medias la actividad proteolitica de cepas de
C. albicans en presencia y ausencia de caries (p=0001)

De las 53 cepas provenientes de la cavidad oral de los nifios sanos ninguna
presento actividad proteolitica muy baja, 6 (11.3%) presentaron actividad baja,
21 (39.6%) actividad alta y 26 (49.1%) actividad muy alta. De estos resultados
se obtiene que las cepas que provinieron de los nifios con caries solo
presentaron actividad proteolitica alta y muy alta (385 y 61.5%
respectivamente). Las cepas de nifios sin caries presentaron actividad baja
(42.9), actividad alta (42.9%) y en menor frecuencia actividad muy alta (14.2%)
(p<0.05) (cuadro 14).
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Cuadro 14. Frecuencia de actividad proteolitica de las cepas de C. albicans en nifios con y sin

caries
Origen de las Muy baja Baja Alta Muy alta Total p
cepas actividad actividad actividad actividad
(%) (%) (%) (%)
Nifios con caries 0 0 15 (38.5) 24 (61.5) 39
Nifio sin caries 0 6 (42.9) 6 (42.9) 2(14.2) 14 0.0001
Total 0 6 (11.3) 21 (39.6) 26(49.1) 53

La actividad proteolitica baja solo se observo en los aislados de nifios libres de

caries, mientras que la actividad alta y muy alta se observé en aislados de

nifos con y sin caries, en donde el indice ceo en actividad alta fue de 3.14 y
en actividad muy alta de 4.11, el indice CPOD fue de 0.71 y 0.88

respectivamente, sin diferencia significativa entre ellos (p>0-05).

Con respecto a los genotipos de C. albicans y la actividad de la proteinasa, de

las 50 cepas identificadas como genotipo A, el 12% (6/50) presentaron
actividad proteolitica baja, el 38% (19/50) actividad alta y el 50% (25/50)
actividad muy alta. De los dos aislados de genotipo B, uno presenté actividad

alta y la otra actividad muy alta. El unico aislado del genotipo C presento

actividad muy alta (p>0.05) (cuadro 15).
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Cuadro 15. Grado de actividad proteolitica asociada a genotipos de C. albicans y su

distribucién de acuerdo a la presencia o ausencia de caries.

Actividad Proteolitica

Genotipo Ndmero Media de PZ+DS F P
A 50 0.70%0.07
0.71 0.93
B 2 0.72+0.08
Cc 1 0.71
Total 53 0.70%0.07

Se realizd una comparacion de medias de la actividad proteolitica de los
diferentes genotipos de C. albicans, sin diferencia significativa entre ellos
(p>0.05) (cuadro 16).

Cuadro 16. Diferencia de medias de la actividad proteolitica de cepas de C. albicans
dentro de los diferentes Genotipos

Act. Proteolitica Genotipos de C. albicans (%)
A B C Total P
Act. Baja SC 6 (12) 0 0 6 (11.3)
0.760
C 0 0 0
Act. Alta SC 6(12) 0 0 21 (39.6)
C 13 (26) 1(50) 1(100)
Act. Muy alta SC 2 (4) 0 0 26 (49.1)
C 23 (46) 1(50) 0
Total 50(100) 2 (100) 1(100) 53 (100)

SC= Nifos libres de caries, C= Nifios con caries
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El genotipo A fue el unico que tuvo distribucidén entre los nifios con y sin caries,
por lo cual se realiza una comparacion de medias de la actividad proteolitica
de éste, en presencia y ausencia de caries, encontrandose que las cepas del
genotipo A, que provienen de nifios con caries presentan mayor actividad de

proteasas que las que provienen de nifios sin caries (p<0.05) (cuadro 17).

Cuadro 17. Comparacion de medias de la actividad proteolitica de cepas de C. albicans

genotipo A, en presencia y ausencia de caries dental

N Media Pz £ DS F P
SC 14 0.764 £ 0.08
Genotipo A C 36 0.675 + 0.54 18.55 0.0001
Total 50 0.700 = 0.07

SC= Nifnos libres de caries, C= Nifios con caries,
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VIl. DISCUSION

La prevalencia encontrada en este estudio (18.1%), difiere a la encontrada en
otros paises como Polonia, donde Rozkiewicz y cols. (2006), encuentran una
prevalencia del 59.7% de C. albicans en nifios y adolescentes sanos, mas alto
que el que se reporta en este trabajo, sin embargo, el alto porcentaje
reportado por estos autores podria deberse a que, ademas de tomar la
muestra directamente de la placa dental también incluyeron la faringe de
dichos nifios, mientras que, en el presente estudio se tomo solo de la cavidad
oral de los nifios.®? Por otro lado en China Qiu y cols. (2015), encuentran una
prevalencia de 35% en nifios sanos de 3-5 afios de edad.*” Hay que tomar en
cuenta que la edad es un factor importante en la colonizacion de C. albicans,
ademas de que las condiciones de vida y de alimentacion en aquel pais son
diferentes a las de nuestro pais. El estudio de Ribeiro y cols. (2004) en Brasil,
reportd una alta prevalencia de C. albicans en nifios con sindrome de Down de
83% a causa de que el sistema inmune en estos nifios se encuentra
comprometido por alteraciones de las inmunoglobulinas, ademas de que las
condiciones en la cavidad bucal de estos nifios son aptas para la colonizacion
de microorganismos, sin embargo estos mismos autores encuentran una
prevalencia de 16.7% de C. albicans en nifios sanos similar a la encontrada
en este trabajo.®® El estudio de Gaitan y cols (2012) en México, reporta
también una prevalencia similar de 17.5% de C. albicans en nifios
Tarahumaras sanos, pero también encontré6 una menor prevalencia en nifios
sanos de la ciudad de Chihuahua (10.3%), debido a que los nifios de la ciudad
se encontraban participando en un programa de prevencion de caries y salud
bucal. Ademas reporta una mayor prevalencia en niflos con VIH (51.7%) vy
nifios desnutridos (38.3%),%* esta diferencia puede deberse a que C. albicans

es un patdégeno oportunista el cual tiene la capacidad de colonizar el cuerpo
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humano cuando éste se encuentra inmunocomprometido. También en México,
Hernandez y cols. (2008) realizaron un estudio en nifios de una comunidad
yucateca, encontrando una prevalencia mas alta que la encontrada en éste
estudio, ellos reportan que el 31.3% de los nifios de la comunidad de
Dzidzantun Yucatan, son portadores de C. albicans y relacionan el alto
porcentaje encontrado a que en Yucatan existen comunidades rurales en las
cuales la desnutricion constituye un problema de salud publica.>®®

Con respecto a C. albicans y caries dental, en este estudio se encuentra una
prevalencia de 22.5% de C. albicans en nifios con caries, mientras que solo un
11.7% de éste microorganismo en nifios libres de caries. Haciendo un analisis
estadistico se encuentra una diferencia estadisticamente significativa entre
ambos grupos, lo cual pudiera indicar que C. albicans es un patégeno
implicado en la formacién de caries. En México no se cuenta con estudios de
este tipo, sin embargo, en otros paises como Turquia, Akdeniz y cols. (2002),
encuentran que la prevalencia de C. albicans fue de 69.2% en la cavidad bucal
nifos con denticién infantii con mas de 4 dientes con grandes lesiones
cariosas, mientras que en un grupo de nifios libres de caries encontraron solo
5% de C. albicans.®® en otro estudio De Carvalho y cols. (2006) tomaron
muestras de la cavidad oral de nifios de 1-5 afios de edad; ellos reportaron
una prevalencia de 60.4% C. abicans en nifios con grandes lesiones cariosas
y que presentaban lactancia prolongada por las noches, mientras que en un
grupo de niflos con caries moderada, sin lactancia nocturna encontraron
prevalencia de 12.5% de C. albicans y 14.3% en nifios libres de caries.? Por
otro lado, Thaweboon y cols. (2008) muestran una prevalencia de 53% en un
grupo de nifios tailandeses con caries rampante, mientras que no encuentran

Candida albicans un grupo de nifios libres de caries dental.®®

Yang y cols.
(2012) en China tomaron muestras directamente de las lesiones cariosas y
reportaron una prevalencia de C. albicans de 57.1% en dichas lesiones,
también tomaron muestras de las superficies dentales sanas de los mismo

nifos con caries en donde aislan a este microorganismo en un 14.3%,
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mientras que no encuentran C. albicans en nifios libres de caries.** Todos
estos estudios muestran porcentajes diferentes al encontrado aqui, sin
embargo la diferencia podria encontrarse en los habitos alimenticios de los
nifos, el sitio de la toma de la muestra y la edad de los pacientes. A pesar de
esta diferencia en porcentajes los resultados concuerdan con éste analisis, en
que C. albicans tiene relacién con la presencia de caries y que podria ser un
microorganismo involucrado en el proceso cariogénico, debido a que puede
tolerar y producir acidos que desmineralizan la matriz del diente y disuelve
hidroxiapatita del esmalte, puede adherirse al tejido dental y a los tubulos
dentinarios, donde puede anclarse en forma de hifa, ademas de que es capaz
de ayudar a otras bacterias a adherirse.*#4>2

A pesar de que en diversos estudios se relaciona a C. albicans con la
presencia de caries dental, casi no se reporta la cantidad de dientes cariados
en presencia y ausencia de C. albicans. Solo el estudio de Khurana y cols.
(2015) donde analizaron las unidades formadoras de colonias (UFC) de la
saliva de niflos sanos, ellos reportan que utilizaron un grupo control de <3
dientes cariados y un grupo experimental de >4 dientes cariados vy
encontraron una prevalencia de 88% de C. albicans en el grupo experimental y
64% en el grupo control, con una diferencia significativa en este resultado, asi

como mayor UFC en el grupo experimental.®’

En este estudio, con respecto al
indice ceo se encontré una media de 3.2 dientes cariados en nifios portadores,
en comparacion con la media encontrada en nifios no portadores que fue de
2.1 dientes cariados, con una diferencia significativa entre ambos. En cuanto
al indice CPOD ambos grupos mostraron medias similares, sin diferencia
significativa entre ambos. Esta diferencia entre la caries en dientes deciduos y
dientes permanentes podria deberse a que al ser nifos en edad de denticion
mixta los dientes permanentes tienen menor tiempo de haber erupcionado,
siendo el tiempo uno de los factores etiologicos de la formacion de lesiones
cariosas. Sin embargo, si se analiza la cantidad total de dientes cariados, tanto

permanentes como deciduos se encuentra una diferencia de medias entre
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nifos portadores y no portadores de 3.9 y 2.6 respectivamente, con una
diferencia significativa entre ambos grupos.

Uno de los mecanismos de patogenicidad de este microorganismo que
pudiera estar involucrado en la formacién de caries, es la produccion de
enzimas, principalmente la proteinasa, la cual es la encargada de la actividad
proteolitica de estas cepas. Todas las cepas analizadas provenientes de nifios
sanos presentaron un grado de actividad proteolitica, que vario de 0.53 a 0.85,
con una media de 0.70. Este hallazgo es importante debido a que hay estudios
acerca de la actividad proteolitica de C. albicans en pacientes con condiciones
de salud desfavorables, pero en nuestro pais no existen estudios en nifios
sanos; Hernandez y cols. (2014) realizaron un estudio en Yucatan, México,
donde analizaron la actividad proteolitica de cepas provenientes de sujetos
con diferentes condiciones de salud, entre ellos sujetos sanos y encontraron
que solamente el 42% de las cepas de estos sujetos, presento algun grado de
actividad.® Este dato nos lleva a pensar que las cepas que invaden la mucosa
bucal de los nifios en nuestro estado son mas agresivas que las que invaden
la cavidad oral de los adultos, esto podria deberse a que los nifios presentan
un sistema inmune menos desarrollado que los adultos y a que en Yucatan
existe un alto nivel de desnutricién en nifios de edad escolar.>%%®

Las cepas provenientes de nifios con caries presentaron estadisticamente
mayor actividad proteolitica (media de 0.67) que las cepas provenientes de
nifos sin caries (media de 0.76). El 100% de las cepas provenientes de
cavidades orales con caries presentaron actividad proteolitica alta y muy alta,
siendo la muy alta la que mas predominé (61.5%). De las cepas provenientes
de nifios libres de caries la mayoria presentd baja actividad y alta, mientras
que solo el 14.3% de ellas presentaron actividad proteolitica muy alta. Estos
resultados concuerdan con el estudio de Li (2014), en el cual analiz6 la
cavidad bucal de nifios chinos y también encontré que las cepas provenientes
de pacientes con caries mostraban mayor actividad proteolitica, pero a
diferencia de este estudio la media de sus valores fue de 0.36 en nifios con
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caries y 0.39 en nifos sin caries, esta diferencia con éste estudio podria
deberse a la diversidad de cepas de acuerdo a la ubicacién geografica.*®
También Barbosa y cols. (2012) realizaron un estudio con nifios con VIH vy
encontraron que las cepas provenientes de nifos con caries fueron mas
proteoliticas que las cepas de los nifios libres de caries."” Estos resultados
muestran que las cepas de C. albicans que se relacionan con el proceso
cariogénico tienden a ser mas patdogenas que las que no se relacionan a la
caries dental, quiza este mecanismo de patogenicidad sea el encargado de la
formacion de caries dental debido a que la proteinasa facilita la adhesion e
invasion a los tejidos, por medio de ella adquiere nutrientes y puede degradar
colageno, el cual es principal elemento organico en el dentina.*® En cuanto a la
actividad proteolitica y el indice ceo/CPOD, no se encontré diferencia dicho
indice y el grado de actividad proteolitica.

Con respecto a los genotipos de C. albicans, se encontré mayor prevalencia
de cepas de genotipo A (94.3%), seguidas por genotipo B (3.8%) y genotipo C
(1.9%). El genotipo B y C solo se encontré en cepas provenientes de nifios
con caries, sin diferencia significativa en este hallazgo. Yang y cols. (2012),
encontraron en las cavidades cariosas de nifios chinos, genotipos A (75%), B
(8.3%) y C (16%), siendo el genotipo A el mas prevalente al igual que en el
presente estudio, pero, a diferencia de este encontraron mayor prevalencia del
genotipo C que del genotipo B*.

En el estudio de Qiu y cols (2015), encuentran cepas de genotipos A, By C,
en lesiones cariosas y placa dental de nifios sin caries, siendo el genotipo A el
mas prevalente (61.2%) al igual que en el presente estudio, seguido por el
genotipo C (23.3%) y el genotipo B (15.5%), diferente a lo que encontramos en
este estudio, donde la prevalencia del genotipo B fue mayor que la del
genotipo C. A pesar de que Qiu reporta que el genotipo A es el que mas se
encontré al igual que este estudio, difiere en la prevalencia, ya que aqui se
encuentra en un 94.3% de todas la cepas; Qiu también encontré que la mayor
parte de las cepas provenientes de nifios sin caries fueron genotipo A, el
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genotipo B solo lo encuentra en nifios con caries y el genotipo C lo encontrd
tanto en nifos con caries como en nifos sin caries, siendo mayor la
prevalencia en los nifios con caries, ademas midieron la capacidad de
formacion de acidos de los tres genotipos y encontraron que los B y C fueron
mas acidogénicos que los del genotipo A*’. Otro estudio (Li y cols. 2014),
reporta también mayor prevalencia de genotipo A en biopeliculas de cavidades
bucales de nifios con y sin caries (56.5 y 47.1% respectivamente), al igual que
en este estudio, encuentran solo genotipo B en nifios con caries (30.4%), y
genotipo C en nifios con y sin caries (13.1 y 52.9% respectivamente)*®. En
todos estos estudios se observa que existe mayor prevalencia de genotipo del
genotipo A al igual que en el presente trabajo, sin embargo, difieren en cuanto
a las prevalencias, siendo mayor las encontradas en este trabajo, mientras
que solo 2 cepas fueron genotipo B y 1 genotipo C. La discrepancia en cuanto
a la prevalencia de los genotipos de C. albicans podria deberse a que las
condiciones bucales de los nifios son unicas y difieren en cuanto a la
distribucion geografica, las condiciones de vida, edad de la poblacion y sitio
anatomico de donde se obtiene. Diferentes ambientes podrian facilitar la
colonizacién de diferentes genotipos de C. albicans®’.

De las cepas identificadas como genotipo A, 6 (12%) presentaron actividad
proteolitica baja, 19 (38%) actividad alta y 25 (50%) actividad muy alta. De las
2 (3.8%) cepas identificadas como genotipo B, una presento6 actividad alta y la
otra actividad muy alta. la cepa identificada como genotipo C (1.9%) presento
actividad proteolitica alta. No se encontré diferencia significativa en cuanto a la
actividad proteolitica y el genotipo de C. albicans.

La comparacién de medias de la actividad proteolitica en el genotipo A,
muestra que el grupo de cepas provenientes de niflos con caries presento
mayor actividad proteolitica que las provenientes de nifios libres de caries.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Li y cols (2014), donde
también analiz6 la actividad proteolitica en ambos grupos y concluy6 que, el
genotipo A es mas agresivo en la progresiéon de la caries dental*®. En el
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presente estudio, no se pudo realizar dicha comparacion con los genotipos B y
C ya que todas estas cepas provienen del grupo de nifios con caries, sin
embargo, el mismo estudio de Li indica que no hay diferencia significativa de
la actividad proteolitica del genotipo C en nifios con y sin caries.*®

El hecho de que la variabilidad genotipica esta relacionada con la
patogenicidad de C. albicans aun resulta incierta. El genotipo A, se ha
relacionado a infecciones profundas, mientras que los genotipos B y C se
relacionan con infecciones no profundas.®® Por otro lado, otro estudio sugiere
que el genotipo C, esta mas relacionado con infecciones profundas e invasivas
y lo relacionan con Leucoplaquia Candida, con posibilidad de desarrollar
cancer bucal.”%"" En el presente trabajo solo una cepa fue identificada como
genotipo C; el analisis de la historia clinica del nifio, muestra que es
completamente sano, sin antecedentes de alergia, ni antibioticoterapia o
infecciones con 3 meses de anticipacion a la toma de la muestra, tampoco
presentaba signos o sintomas que hicieran pensar que tuviera infeccion por
Candida. Algunos otros estudios relacionan dicha variabilidad genética con la
resistencia a los antiftingicos.*>*°

Otros estudios relacionan la variabilidad genética con la actividad proteolitica;
Sugita y cols (2002) encuentran mayor grado de actividad proteolitica en
cepas del genotipo B que en cepas A y C provenientes de muestras de
sangre, ademas sugiere que para entender la patogenicidad de C. albicans se
deben de tomar en cuenta a los genotipos. Por otro lado, Nawrot y cols (2004)
realizaron un estudio de este tipo en cepas de la cavidad bucal, encontrando
mayor actividad en el genotipo B que en el genotipo A, pero sin diferencia
significativa entre estos dos y el genotipo C, por lo cual propone que la
actividad proteolitica esta relacionada con la presencia del intrén en el gen
25S rRNA (que lo caracteriza como B), ya que posiblemente existe una
asociacion entre el caritipo y los mecanismos reguladores implicados en la
expresion de genes SAP.'? Estos mismos autores realizan otro estudio (2008)

en cepas de la sangre y del tracto respiratorio y encuentran mayor actividad
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del genotipo B en ambos grupos, siendo mayor la actividad en las del tracto
respiratorio y concluyen que la asociacidén entre las proteasas y la presencia
del intrén depende del sitio de la muestra.** Tomando en cuenta a las dos
cepas genotipo B encontradas en nuestro trabajo, ambas presentaron
actividad proteolitica alta y muy alta como lo reportan estos autores.

En este estudio no se encontraron genotipo D y E, pero tampoco se han
relacionado a la cavidad bucal de nifios sanos. El genotipo D se ha encontrado
en vulvovaginitis, en bolsas periodontales de pacientes con periodontitis,
aunque también se considera que pertenece a cepas C. dubliniensis. Mientras
que el genotipo E no se ha encontrado en la cavidad bucal.***

En este estudio no se encontré asociacion entre la actividad proteolitica de los
diferentes genotipos de C. albicans en presencia de caries dental, esto debido
a que las muestras de los genotipos B y C fueron muy pocas como para
realizar un analisis estadistico.

Aun se conoce muy poco acerca de la actividad proteolitica de los genotipos
de C. albicans asociados a caries dental, por lo cual es importante seguir
realizando estudios para conocer los mecanismos por los cuales las proteasas
intervienen en este proceso y el papel que juegan en los genotipos de esta

microorganismo.
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IX. CONCLUSIONES

La prevalencia de C. albicans en los niflos sanos de 6-12 afios de edad fue de
18.1%. Se encontré una diferencia significativamente mayor en el grupo de
nifos que presentaron caries dental la cual fue de 22.5%, que en el grupo de
nifos libres de caries cuya prevalencia fue de 11.7%. Este resultado sugiere
que existe una asociacién entre la presencia de caries y este microorganismo.
De igual forma en presencia de C. albicans el indice ceo fue estadisticamente
mayor (3.2) que en ausencia de C. albicans (2.1), mientras que el indice
CPOD no tuvo diferencia en presencia o ausencia (0.71 y 0.56
respectivamente) de dicho microorganismo.

Otro de los objetivos del trabajo fue evaluar la actividad proteolitica de las
cepas encontradas y se obtuvo que la media del indice Pz para la actividad
proteolitica fue de 0.70 y que las cepas que se aislaron de los nifios con caries
presentaron una media estadisticamente mayor de 0.76 en contraste con la
media en los aislados de nifos libres de caries que fue de 0.67.

En cuanto a los genotipos de C. albicans se identifico que el 94.3% de todas
las cepas fueron genotipo A, el 3.8% fueron genotipo B y solo en 1.9% fueron
genotipo B, sin diferencia en presencia o ausencia de caries. Tampoco se
encontré una asociacion entre la actividad proteolitica y los genotipos de C.
albicans, ni de dicha actividad con el indice ceo/CPOD.

Si se toman en cuanta solamente las cepas genotipo A, se tienen que las de
los nifios con caries presentaron mayor actividad proteolitica que las de los

niNos sin caries.
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Xl ANEXOS

Anexo 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Investigadores: CDEE. Daniela Beatriz Romero Salazar. Dr. Florencio Rueda
Gordillo

M. en C. Sandra Elena Hernandez Sdlis.
POSGRADO INSTITUCIONAL EN CIENCIAS DE SALUD

NOMBRE:

DIRECCION: TELEFONO:

El propdsito de este estudio es identificar por métodos moleculares la presencia de C.
albicans, el serotipo y la actividad de la proteinasa y la presencia de genes SAP’s en
dichas cepas, aisladas de la cavidad oral de nifios con caries y nifios sin caries. Este
estudio pretende utilizar los resultados en beneficio de los pacientes, para establecer
un diagnostico y una prevalencia, para ser utilizados en investigaciones posteriores.

Se me ha explicado que mi participacion en esta investigacion consistira en
responder algunas preguntas de un cuestionario en el que aportare informacion
personal tales como nombre, edad, género y enfermedades. Se me explico el
protocolo a seguir y que el nifio mi cargo no corre ningun riesgo adicional durante el
procedimiento de toma de la muestra.

Se mantendra total y plena confidencialidad acerca de los datos proporcionados por
mi persona, la investigacion no tendra ningun costo, asi como tampoco habra ningun
tipo de remuneracién econémica ya que esta investigacion se realiza sin fin de lucro.

Por medio de la presente, acepto voluntariamente y sin presion participar en el
proyecto de investigacion, para que se me realicen los estudios necesarios y que los
datos obtenidos puedan ser utilizados para lo que el investigador considere o requiera

para la realizacion y publicacién de la investigacion. Doy mi consentimiento informado
y voluntario de participar en este estudio.

Firma o huella de consentimiento de la Firma del investigador

Cuidador del nifo

Mérida, Yucatan, México de de 201_
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Anexo 2

HOJA DE REGISTRO

Nombre:

Direccién Teléfonos: Edad:
Sexo: Fecha:

¢ El nifio padece alguna enfermedad? Si No

¢ Cual?

¢el nifo se encuentra tomando  antibidticos?  Si No

¢ Cual?

¢ Quién realiza la higiene oral del nifio?

¢,Con qué frecuencia cepilla sus dientes?

¢ Usa auxiliares de higiene oral? Si No ¢ Cual?
¢,Consume golosinas? Si No ¢, Con qué frecuencia?
¢, Toma leche o jugos en biberén? Si No

¢cuantas horas pasa con el biberén en la boca al dia?

¢ Duerme con el biber6n? Si No

¢ Cepilla sus dientes después de tomar biber6n? Si No

¢, Ha observado enrojecimiento en la cavidad oral del nifio, o una capa blanquecina sobre la
lengua o carrillos? Si No

¢ El nifio ha presentado algun tipo de dolor en los dientes? Si No

¢ Cuando fue la ultima vez q asisti6 al dentista?

Observacion Clinica

indice CPOD Numero de dientes afectados

Diente Cariado observaciones

Diente extraido

Diente obturado

Total del indice CPO
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indice ceo

Numero de dientes afectados

Diente Cariado

observaciones

Diente indicado para
extraccion

Diente obturado

Total del indice CPO
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