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TITULO DEL PROYECTO

Resistencia a los antifungicos en especies de Candida aisladas de nifios y adolescentes

con VIH. Su relacion con la terapia antirretroviral y estado inmunolégico.

RESUMEN

La ONUSIDA reporta la existencia de 35 millones de personas con VIH a nivel mundial,
de los cuales 3.2 millones son nifios y 2.1 millones son adolescentes. Las lesiones orales
son las primeras manifestaciones de la infeccion por el VIH y pueden ayudar a predecir
la progresion de la enfermedad y utilizarse como criterio para la profilaxis y terapia
antirretroviral. La candidiasis oral es la manifestacion mas frecuente, pero se conoce muy
poco acerca de los mecanismos de patogenia de las especies de Candida no-albicans
en los niflos y adolescentes con inmunosupresion. Con la finalidad de identificar los
factores asociados a la colonizacion por Candida, candidiasis oral y la respuesta a los
antifangicos, en nifios y adolescentes con VIH institucionalizados en la ciudad de Tijuana,
México, se examino la cavidad oral de 30 nifios y adolescentes con VIH y se obtuvo una
muestra de la mucosa oral. Para identificar las especies de Candida las muestras se
inocularon en agar sabouraud dextrosa con cloranfenicol y en placas de agar
cromogénico. Las especies se identificaron mediante sus caracteristicas fenotipicas. La
susceptibilidad a los antifiingicos se determiné de acuerdo con los protocolos del CLSI.
Los indicadores del estado inmunolégico y falla virolégica se clasificaron de acuerdo a
los criterios de la OMS. Resultados: Se identificaron seis especies de Candida, 53%
colonizantes y 47% en casos con candidiasis, los factores asociados fueron carga viral
(p=0.001), TCD4+ (p=0.002), indice de masa corporal (p=0.005) y esquema TARAA
(p=0.014). La especie con mayor prevalencia fue C. glabrata (33%), sin embargo C.
albicans (27%) fue mas resistente a flucitosina (p=0.001). Las especies resistentes a
itraconazol se identificaron con esquemas que incluyen un INNRT (p=0.041).
Conclusiones: Los nifios y adolescentes con VIH institucionalizados mostraron una
prevalencia elevada de Candida spp. colonizante y resistencia a los antifungicos
relacionada con los INNRT.



INTRODUCCION

Descubrimiento del VIH como causa del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

En 1972 Jacques Monod solicité a Luc Montagnier que iniciara el nuevo departamento
de oncologia viral del Instituto Pasteur en Francia, dedicado a identificar a los retrovirus
gue ocasionan el cancer en los humanos. En 1977 Montagnier y su equipo de trabajo
logré cuantificar a la transcriptasa inversa (RT por sus siglas en inglés) en cultivos a corto
plazo de linfocitos T provenientes de pacientes con cancer, al utilizar la interleucina-2 (IL-
2) descubierta por Robert Gallo (Montagnier, 2002). Sin embargo, los resultados

mostraban algunos falsos positivos debido a la contaminacién con micoplasmas.

En el mismo afio que Montagnier empezara su unidad de oncologia viral, Robert Gallo y
su grupo de investigacion de la Universidad de Maryland, desarrollaron un método
sensible para detectar a la RT con la finalidad de identificar retrovirus de tumores
humanos mediante la purificacion de la enzima a partir de células de linfocitos humanos
de leucemia. El establecimiento de los cultivos celulares los condujo al descubrimiento
del factor de crecimiento de células T (IL-2). Posteriormente, en 1979 lograron el
aislamiento del virus de la leucemia en células T humanas (HTLV-1) de un paciente con
trastorno de células T. Por otra parte, investigadores de Japon demostraron que la
leucemia de células T en adultos era originada por el HTLV-1, ademas sefalaron que el
retrovirus se dirige a los linfocitos TCD4+ y es transmitido de madre a hijo, asi como por
la via sanguinea y contacto sexual. Este retrovirus humano era prevalente en algunas
regiones de Africa y estaba asociado a los virus de la leucemia en primates y se

encontraba asociado a inmunosupresion leve (Gallo, 2002a).



En 1981, médicos de New York y San Francisco en los Estados Unidos reportaron la
muerte de hombres jévenes homosexuales por infecciones oportunistas (Gottlieb et al.,
1981). Un afio después, el Centro para el Control y Prevencién de las Enfermedades de
los Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés) defini6 al Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) como la combinacion de infecciones oportunistas y
tumores que ocurrian durante una reduccién evidente de la cuenta de linfocitos TCD4+

circulante (Rowland-Jones, 2003).

Robert Gallo retomé las investigaciones de Max Essex, quien sustentaba que los
retrovirus de la leucemia felina no solo ocasionan leucemia, sino desoérdenes
inmunolégicos y los relacion6 con la infeccion por HTLV-1 que infecta células TCD4+ y
tiene factores de riesgo similares a los referidos para el SIDA. Ademas existia la
evidencia clinica que las células TCD4+ eran anormales en pacientes con SIDA, asi
como indicios epidemiologicos de que el sindrome pudo originarse en Africa ecuatorial.
En 1982, se propuso que el SIDA podria originarse por un retrovirus de la familia de los

HTLV.

Por otra parte, en 1982 el grupo de Montagnier logré identificar en un tumor humano
secuencias relacionadas a un retrovirus a partir de una sonda de ADN de tumor mamario
de raton (Crépin et al., 1984). A finales de ése mismo afio, los integrantes de ambos
grupos de investigacion se asociaron para establecer que el retrovirus es la causa del
SIDA (Montagnier, 2002). En 1983, los colaboradores de Luc Montagnier encontraron las
primeras trazas de RT en el cultivo de biopsia de nodulo linfatico de un paciente

homosexual con linfadenopatia de cuello, pero el aislamiento del virus fue posible a partir



de muestras de pacientes con Sarcoma de Kapossi y SIDA en etapa terminal, los cuales
mostraban reaccion cruzada entre las proteinas gag p25 y p18. Los virus aislados de
pacientes con el sindrome avanzado eran mas agresivos y se nombraron virus asociados
a inmunodeficiencia. Las primeras fotografias electrénicas de las particulas virales se
tomaron en junio de 1983 y se mostraban diferentes al HTLV, pero muy parecidas a los
lentivirus animales, lo que demostro la existencia de un nuevo retrovirus humano. En ese
mismo afio, Jacques Leibowitch le proporcion6 a Gallo muestras de pacientes con SIDA,
una de ellas provenia de un paciente que habia recibido transfusiones en Haiti. Se
cultivaron los linfocitos TCD4+ del paciente con resultados positivos a RT y obtuvieron
evidencia por microscopia electrénica de dos formas virales, las cuales correspondian a
una forma “madura” (HTLV) y una forma “aberrante”, que posteriormente llamarian virus
de la inmunodeficiencia adquirida (VIH). El equipo de Gallo logré obtener cultivos de
pacientes con SIDA libres de HTLV utilizando cultivo continuo de las células TCD4+, lo
que permitio el desarrollo de las pruebas sanguineas para la identificacion del VIH en
1984. Robert Gallo se comunic6 con Montagnier para comparar resultados, sin embargo
Gallo fue requerido por la Secretaria del Departamento de Salud y Servicios Humanos
de los Estados Unidos para atender una conferencia de prensa y registrar la patente de
la prueba sanguinea (Gallo, 2002a).

En afios posteriores se publicaron la secuencia del VIH-1, sus variaciones antigénicas,
variaciones genomicas de la secuencia en un solo paciente, la presencia del virus en el
cerebro de pacientes con SIDA, modos de transmision, tropismo celular y los receptores

del VIH en las células TCD4+ (Gallo, 2002b; Rowland-Jones, 2003).



Origen del VIH

El caso documentado mas antiguo de una infeccién por VIH-1 se identificé en una
muestra almacenada en 1959 proveniente de la ciudad de Kinshasa de la Republica
Democratica del Congo. Es dificil conocer el tiempo exacto en que el VIH infectd a los
humanos, pero todo indica que la evolucion del virus inicia en la region de Africa central,
en especifico en el area de Kinshasa y Brazzaville, en donde se encuentra la mayor
diversidad genética de VIH-1 del grupo M, con nueve subtipos identificados y algunas
variantes (Pépin, 2013; Rowland-Jones, 2003).

Utilizando las técnicas de biologia molecular para estudiar la evolucion genética, se
estableciod la hipbtesis respecto de la primera transmision inter-especies del chimpancé
al hombre, la cual pudo ocurrir durante las primeras tres décadas del siglo XX, debido a
la manipulacion de cadaveres de chimpancé (Pan troglodytes troglodytes) infectados del
Virus de la Inmunodeficiencia de Simio (VIScpz). Ademas, la colonizacion europea de
Africa central ocasion6 el comercio sexual y la prostitucion, lo que facilité la emergencia
del VIH-1, en especial en las ciudades de Kinshasa y Brazzaville. Otro factor que
favorecio la dispersion del virus fue la administracion de antibidticos y antiparasitarios
por via intravenosa, como parte del programa de control de las enfermedades tropicales
y sifilis durante la Primera Guerra Mundial, practica que no incluia la esterilizacién de las
agujas y jeringas (Pépin, 2013; Sharp & Hahn, 2010). Durante el periodo de 1960 a 1970
el virus se exporto fuera de Kinshasa hacia otros paises de Africa, ademéas hacia los

Estados Unidos por la via de Haiti.
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Imagen 1. Transmisién global de los tipos y subtipos de VIH.
Adaptado de: Tebit & Arts, 2011

Epidemiologia de la infecciéon por VIH

De acuerdo con el Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA
(ONUSIDA) existen 35 millones de personas viviendo con VIH a nivel mundial, de los
cuales 3.2 millones son nifios y 2.1 millones son adolescentes.

La cantidad de personas nuevas infectadas con el VIH continta en descenso en la mayor
parte del mundo. La cifra asciende a 2.1 millones de nuevos casos en el 2013, lo cual
equivale a una disminucion del 38% comparado con el afio 2001 que reporta 3.4 millones

de nuevos infectados (The Gap Report, 2014).



Se han logrado grandes avances en impedir las nuevas infecciones en los nifios. En su
informe anual de 2014 el ONUSIDA notifico 240,000 casos nuevos de VIH en promedio
durante el afio anterior, un 58% menos respecto del 2002, afio en que se registro la
mayor cantidad de casos nuevos (580,000). La reduccién de casos en nifios se considera
una consecuencia del suministro de medicamentos antirretrovirales a las mujeres
embarazadas que viven con VIH.

Se calcula que hasta el afio 2013 vivian 1.6 millones de personas con VIH en América
Latina, con el 75 % de los casos distribuidos en Brasil, Colombia, México y la Republica
Bolivariana de Venezuela. El 60% de estas personas son hombres, incluyendo hombres
heterosexuales, hombres homosexuales y otros hombres que tienen relaciones sexuales
con hombres. La prevalencia de VIH regional respecto de la poblacién general se calcula
del 0.4% (The Gap Report, 2014).

Brasil y Panam& han modificado sus guias de tratamiento para las personas que viven
con VIH sin importar sus niveles de linfocitos TCD4+. El Salvador, Guatemala, Uruguay
y la Republica Bolivariana de Venezuela han adoptado la iniciativa de tratamiento a sus
pacientes adultos asintomaticos con cuantificacion de <500 células/mm?3. El Estado
Plurinacional de Bolivia, Colombia, México, Nicaragua y Per( adoptaran los mismos
criterios de tratamiento en los proximos afios (Organizacion Panamericana de la Salud
Organizaciéon Mundial de la Salud, Oficina Regional de las Américas, 2013). La infeccion
puede inducir la pobreza en las personas que viven con el VIH y en las personas
afectadas por el VIH, debido en parte a la reduccion de la capacidad laboral, asi como al
aumento de los gastos médicos. En algunos casos, el estigma y la discriminacion

marginan a estas personas y las excluye de los servicios basicos de salud. Algunos



paises de América Latina han incorporado acciones de proteccion social para disminuir
el impacto negativo en las personas que viven o estadn afectadas por el VIH. Tal es el
caso del Gobierno del Ecuador que de manera reciente aprobd una nueva politica publica
dirigida a proteger a los nifios que viven con VIH y en donde los cuidadores de los nifios
con VIH reciben un apoyo econémico mensual.

En México, el Centro Nacional para la prevencion y el Control del VIH/SIDA (CENSIDA)
reporta 203,312 casos de personas que viven con VIH, desde 1983 hasta el tercer cierre
de 2018. Los casos nuevos notificados ascienden a 8,174 en el 2018. El nimero de nifios
menores de 14 afios que viven con el VIH notificados de 1983 a 2014, es de 4,041; el
53% del sexo masculino y el 47% de del sexo femenino, lo cual representa el 2% del total
de casos de personas notificadas que viven con VIH. En el Pais, la proporcion de
hombres respecto de las mujeres es aun mayor que la reportada por ONUSIDA, 82.1%
son hombres y 17.9% mujeres. En Baja California se han contabilizado 2,996 casos de
personas que viven con VIH, 2158 hombres y 838 mujeres, 3.6% del total nacional
(Secretaria de Salud Direccién General de Epidemiologia CENSIDA, CENSIDA, &
CENSIDA, 2018). Los factores principales para la transmision del virus en los Estados
del Norte de México son las relaciones sexuales heterosexuales, las relaciones sexuales
entre hombres y el uso de drogas inyectables (Secretaria de Salud Direccién General de
Epidemiologia CENSIDA et al., 2018; Zapata-Garibay, Gonzalez-Fagoaga, & Rangel-
Gomez, 2014).

Un factor importante en la epidemiologia del VIH es el transito internacional y nacional
de migrantes. Esta situacion aumenta la vulnerabilidad de los individuos que se enfrentan

a la falta de acceso a servicios de salud o proteccion social, ademas del subregistro que



limita el conocimiento acerca del nUmero de casos y el analisis de la situacion regional,
lo cual se recrudece con la falta de politicas publicas para la poblacién migrante (Mehta

et al., 2018; The Gap Report, 2014; Zapata-Garibay et al., 2014).

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana

Los Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) se agrupan en dos tipos: el VIH tipo 1
(VIH-1) y el VIH tipo 2 (VIH-2). De acuerdo a sus caracteristicas genéticas se clasifica en
el género Lentivirus y en la Familia Retroviridae. Las infecciones por Lentivirus se
presentan como infecciones cronicas, con periodos largos de latencia clinica, replicacion
viral persistente y comprometen al sistema nervioso central (Fanales-Belasio, J.A Levy,
1993). El tipo VIH-1 es el mas prevalente y con mayor variabilidad genética, a su vez se
clasifica en tres grupos: el M, Ny O. Mas del 90% de las infecciones corresponden al
grupo M, el cual se divide en nueve subtipos principales: A, B, C, D, F, G, H, Jy K. En
algunos casos, dos virus de diferentes subtipos pueden infectar a un organismo y se crea
un virus recombinante, lo cual aumenta la variabilidad del agente infeccioso entre los

individuos.

Los virus VIH-1y VIH-2 mantienen una estructura basica y difieren en la organizacion de
su genoma. Ambos virus pueden causar el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), sin embargo la afeccion al sistema nervioso central es mas frecuente en la
infeccion por VIH-2, a pesar de ser menos virulento y el sindrome de mas lenta

progresion.



La estructura de la particula viral es similar en ambos tipos de virus de la
inmunodeficiencia humana, la cual tiene un diametro de 120 nanOmetros y esta rodeada
de una membrana de lipoproteinas. Cada particula del virus posee una capside cénica
de proteina p24, que contiene dos hebras idénticas de &cido ribonucleico (ARN) de
cadena sencilla; y por encima la matriz, compuesta de la proteina viral p17. Ademas
contiene una cubierta que rodea a la capside con dos capas lipidicas derivadas de la
membrana celular de la célula del hospedero y que sostiene a las glicoproteinas virales

gpl120y gp4l (Fanales-Belasio et al., 2010; Rodger, Johnson, & Mahungu, 2011).

El genoma del VIH es caracteristico de todos los retrovirus. Son moléculas de ARN de
cadena sencilla de 9.8 kilobases de longitud, con tres genes estructurales caracteristicos,
5’- gag-pol-env- 3’; ademas dos genes regulatorios tat y rev, y tres genes accesorios nef,
vif, vpr y vpu para VIH-1y vpx para VIH-2 reemplazando a vpu. La cadena de ARN posee
secuencias largas de repeticiobn en cada uno de sus extremos (LTR) (Hope & Trono,
Didier, s/f). Las regiones LTR controlan la produccion de virus en respuesta a las

proteinas virales o celulares.

El gen gag (antigeno especifico de grupo) codifica a los precursores de las proteinas de
la capside, cuya funcién consiste en empacar el RNA gendmico y participar en los
estadios tempranos de la replicacion. Este gen codifica a la proteina precursora Gag p55,
la cual induce la gemacién de la particula viral desde la superficie de una célula infectada.
Después de la gemacién y durante el proceso de maduracion, p55 se disocia mediante
la Proteasa viral (Pro) en cuatro proteinas mas pequefias: MA (matriz, p17), CA (capside,

p24), NC (nucleocéapside, p29) y p6.
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Imagen 2. Diferencias estructurales entre las formas inmadura y madura del Virus de
Inmunodeficiencia Humana. (Burrell, Howard, & Murphy, 2017)

El gen pol codifica las enzimas virales Proteasa (Pro), Transcriptasa Inversa (RT),
Ribonucleasa (RNAseH) e Integrasa (In), expresadas por las poliproteinas precursoras
Gag (p55) y Gag-Pol (p160). La Proteasa es esencial para la maduracion de las
particulas virales al participar en la division del polipéptido Gag-Pol en sus dos
componentes. La enzima Transcriptasa Inversa o RT elabora una copia de ADN de doble
cadena del genoma viral de ARN, que sera utilizado para producir nuevos virus. La
Ribonucleasa elimina la cadena molde ARN de la primera cadena de ADN para permitir
la sintesis de la cadena de ADN complementaria. La Integrasa es la enzima que acopla

el ADN viral en el cromosoma de la célula.
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El gen env expresa a la glicoproteina Env (gp160), la cual se separa en las unidades
gpl120 y gp41l durante el transporte a la superficie de la célula infectada. Estas proteinas
de superficie se unen a los receptores de la célula para fusionarse con su membrana y
permitir que el genoma del virus se libere al interior e inicie la produccion de nuevos virus.
Una de las regiones de gp120 interacciona con los co-receptores celulares CXCR4 y
CCR5 que determinan la sensibilidad de ciertas lineas celulares a las cepas virales, asi
como su tropismo a los linfocitos TCD4+ y macrofagos. La glicoproteina gp120 también
interacciona con las células dendriticas para hacer mas eficiente la infeccion de los
TCD4+ y se sabe que puede facilitar la transmisién por las mucosas (Gessani &

Belardelli, 2007; Wood et al., 2013)

El principal receptor celular para el VIH es la molécula de superficie celular. No obstante,
a diferencia de otros retrovirus, se requiere de un correceptor. El virus emplea receptores
de quimiocinas que dependen de la cepa de VIH. Los virus M- trépicos utilizan un
correceptor CCR5, mientras que los T- tropicos un receptor CXCR4. La variacién en la
secuencia en los receptores de quimiocinas del hospedero puede influir en la rapidez del
establecimiento de la infeccion y la progresion del sindrome de inmunodeficiencia

posterior a la infeccion por VIH-1 (Fanales-Belasio et al., 2010; Rodger et al., 2011).

Patogenia

La infeccion por VIH es una enfermedad causada por el virus de la inmunodeficiencia

humana, cuyo blanco principal es el sistema inmune al cual deteriora de forma gradual e
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irreversible y cuya expresion clinica final es el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) (Secretaria de Salud, 2008). La Organizacién Mundial de Salud menciona que la
infeccion primaria por VIH se presenta en nifios, adolescentes y adultos, puede ser
asintomatica o asociarse a un sindrome antirretroviral agudo de severidad variable
(World Health Organization, 2007). La infeccion primaria se presenta con enfermedad
febril aguda de 1 a 4 semanas posteriores a la exposicion, en casos frecuentes con
linfadenopatia, cefalea, faringitis, erupcion cutdnea maculopapular, ulceras orales o
genitales, candidiasis oral, diarrea y meningoencefalitis. Ademas, puede desarrollarse
linfadenopatia transitoria intensa, que se acompara de una disminucion de los linfocitos
TCD4+ (Jay A. Levy, 2007).

La infeccion se diagnostica en base a criterios de laboratorio mediante la aparicion de
anticuerpos HIV o por la identificacién de los productos virales (Kassutto & Rosenberg,

2004; World Health Organization, 2007).

El principal mecanismo de transmision es el intercambio de fluidos durante las relaciones
sexuales, cuyo riesgo puede incrementarse por la asociacién de otros factores tales
como, las infecciones de transmision sexual (Ulceras genitales, herpes simple tipo 2 y
vaginosis bacteriana), embarazo y el coito anal receptivo. En segundo término, esta la
via perinatal y la lactancia materna, asi como las transfusiones sanguineas. Sin embargo,
otros factores de riesgo de tipo conductual incrementan el riesgo de transmision, tales
como mantener multiples parejas sexuales, parejas simultaneas y el compatrtir jeringas
entre usuario de drogas intravenosas (Maartens, Celum, & Lewin, 2014; Tobin &

Aldrovandi, 2013).
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Existen diversos factores virales y del hospedero que determinan la variabilidad de la
infeccion por el VIH, asi como la progresion de la infeccidn. Los principales factores que
influyen en la patogénesis del VIH son: los tropismos celulares, que definen el fenotipo
viral y los correceptores que determinan el ingreso del virus en los diferentes tipos de

células (Naif, 2013) .

A partir de la premisa que la transmision sexual es la via mas frecuente para la
inoculacién del virus, y la segunda es la via materno- infantil, la infeccién inicia con la
interaccion del VIH con el epitelio mucoso (Hladik & McElrath, 2008; Paiardini, et al.,
2008; Xu, Wang, & Veazey, 2013). Se sabe que el epitelio cervical puede atrapar viriones
libres o células seminales infectadas y posteriormente cruzan el epitelio mediante
diferentes mecanismos, tales como trancitosis, endocitosis y exocitosis, para originar una
infeccion productiva y transferirse a las células dendriticas, los macréfagos y linfocitos T
ayudadores (TH) de la lamina propia que expresen el receptor CD4+ (Paiardini et al.,
2008; Rowland-Jones, 2003). El virus presenta tropismo celular debido a que utiliza a la
glicoproteina gp120 para acoplarse al receptor CD4 de los linfocitos y fusionar su
membrana utilizando el correceptor CC quimiocina receptora tipo 5 (CCR5) (Forsman &
Weiss, 2008). Una gran poblacion de células TCD4+ CCR5+ se encuentra en los sitios
efectores de la mucosa, en especial en la ldmina propia, mientras que una menor
cantidad se encuentra en la sangre y en los nodulos linfaticos, lo cual explica por qué la
reduccion masiva de los linfocitos TCD4+ de las mucosas no se refleja de manera
significativa durante su cuantificacibon en sangre periférica (Grossman, Meier-
Schellersheim, Paul, & Picker, 2006). Los virus con tropismo a los receptores CCR5

predominan en los estadios iniciales de la infeccion (virus R5), sin embargo algunos
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subtipos virales tienen afinidad por los receptores CXCR4 (virus X4) caracteristico de las
etapas tardias de la infeccion.

Por otra parte, puede ocurrir un cambio en la afinidad por los receptores en el 40% de
las personas infectadas, asociado a la progresion rapida de la enfermedad (Cicala,
Arthos, & Fauci, 2011).

La trasmision oral del VIH ocurre de dos diferentes maneras, durante la lactancia materna
de los recién nacidos y por contacto oro-genital durante las relaciones sexuales. Una vez
gue el VIH entra a la cavidad oral, los diferentes tejidos del tracto gastrointestinal
permiten la invasion del hospedero. Ambos tipos de virus troficos pueden invadir las
células los tejidos que participan en este proceso, tales como: el epitelio escamoso
estratificado queratinizado (encias) y no queratinizado (es6fago y mucosa bucal), el tejido
linfoide asociado a la mucosa o MALT (amigdalas) y el epitelio columnar (glandulas
salivales, estbmago y mucosa intestinal). Es importante mencionar que los virus en la
mucosa oral de los nifios pueden transportarse por trancitosis a otros tejidos del epitelio
y permanecer infecciosos hasta alcanzar a la célula blanco (Wood et al., 2013).

En teoria, la inmunoglobulina A (IgA) de la mucosa puede actuar contra el VIH de
diferentes formas, tales como la neutralizacién directa del virus, inhibicion de la actividad
enzimatica del VIH, inhibicion de la unién a receptores o inhibicién del movimiento trans-
epitelial. Pese a la evidencia de que la IgA puede neutralizar e inhibir la actividad
enzimatica del virus, éste puede utilizar diferentes estrategias para infectar a las células
humanas utilizando la ruta de las mucosas (Challacombe & Naglik, 2006). Algunos
estudios en macacos han demostrado que la infeccién por VIH/VIS esta asociada con

una disminucion irreversible de las células TCD4+ de las mucosas, de manera rapida y
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agresiva (Paiardini et al., 2008), sin embargo en la fase crénica de la infeccion la
disminucién se observa en los TCD4+ del tejido linfoide asociado a mucosa.

El epitelio oral se observa mas permeable y alterado durante la infeccion por el VIH,
quizés por un aumento en la regulacion de algunos receptores de la superficie celular.
Por otra parte, se ha propuesto que las infecciones con otros agentes diferentes al VIH
como un factor exégeno importante que influye en la severidad y velocidad en la
progresién de la enfermedad y son factores que disminuyen la supervivencia de los
hospederos e incrementan la transmision del virus (Fidel, 2006).

Diferentes agentes biolégicos estan asociados a la infeccion por VIH y producen
infeccidon concomitante, entre los cuales se encuentra el virus del herpes 6 y 8 (VHH-6,
VHH-8), el virus del herpes simple (VHS-1), el virus Epstein- Barr (VEB), algunos
protozoarios, tales como Cryptosporidium parvum e Cystoisospora belli; bacterias, tal
como Mycobacterium tuberculosis, y las levaduras Pneumocystis jirovecii y Candida
albicans. El efecto de la infeccion por el VIH puede inducir cambios en el microambiente
de Candida, lo cual favorece la seleccion de especies con fenotipos y genotipos atipicos
y una alteracion de los factores de virulencia (Challacombe & Naglik, 2006; Fanales-

Belasio et al., 2010; Jain et al., 2010).

Terapia antirretroviral

Los objetivos del tratamiento antirretroviral (TARV) son reducir la morbi-mortalidad
asociada al VIH, mejorar la calidad de vida de las personas que viven con VIH, al evitar

las hospitalizaciones, disminuir las infecciones por oportunistas, mantener el desarrollo
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fisico y la funcién neurocognitiva, preservar y restaurar el sistema inmune y alcanzar una
carga viral indetectable (Mexico. Secretaria de Salud. Consejo Nacional para la

Prevencion y Control del VIH/SIDA., 2004).

Para el tratamiento de la inmunodeficiencia por VIH se utiliza un esquema que combina
Inhibidores de la Transcriptasa Inversa Analogos a Nucledsidos (ITRAN o NRTIS por sus
siglas en inglés), Inhibidores de la Transcriptasa Inversa No Nucledsidos (ITRNN o
NNRTIS por sus siglas en inglés), Inhibidores de Proteasa (IP) o Inhibidores de la
Transferencia de Cadenas de la Integrasa (IN o INSTIS por sus siglas en inglés). Sin
embargo se pueden utilizar otros antirretrovirales cuando se presenta intolerancia o
resistencia (Maartens etal., 2014; Panel on Antiretroviral Therapy and Medical

Management of HIV-Infected Children, s/f).

El esquema de Tratamiento Antirretroviral Altamente Activo (TARAA o HAART por sus
siglas en inglés) combina tres 0 mas antirretrovirales administrados al mismo tiempo para

reducir la replicacion del VIH, los cuales pueden ser los siguientes:

a. 2ITRAN+1PI61ITRNN

b. 1ITRAN+ 1 IP+ 1ITRNN

Los criterios para el inicio de la terapia incluye a los sintomas relacionados con el VIH, la
edad, el conteo de los linfocitos TCD4+, la carga viral y el potencial del paciente para el

apego al tratamiento (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).
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Imagen 3. Ciclo bioldgico del VIH, en el que se muestran los sitios de
accion de los antirretrovirales. Tomado de: Maartens, Celum, & Lewin,
2014b

Manifestaciones orales del VIH

Las lesiones orales son las primeras manifestaciones de la infeccion por el VIH y pueden
ayudar a predecir la progresion de la enfermedad y ser utilizado como criterio para la
profilaxis y terapia antirretroviral. Se observan siete lesiones principales: candidiasis oral,
leucoplasia vellosa, sarcoma de Kaposi, eritema gingival lineal, gingivitis ulcerativa
necrosante, periodontitis ulcerativa necrosante y linfoma no Hodgkin. Incluso las dos
primeras se utilizan como criterio de clasificacion de la enfermedad (Coogan, Greenspan,

& Challacombe, 2005).
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La frecuencia de las manifestaciones orales es diferente en los nifios y en los adultos.
Las lesiones orofaciales asociadas a los nifios son: la candidiasis oral, herpes simple,
eritema gingival, agrandamiento de la parétida y ulceraciones orales. Por otra parte, las
lesiones orales en adultos y menos frecuentes en nifios son: sarcoma de Kaposi, linfoma
no-Hodgkin y leucoplasia vellosa. Cabe destacar que la candidiasis oral es la
manifestacion mas frecuente asociada a nifios con VIH, sin embargo existe una alta
prevalencia de otras enfermedades orales concomitantes, tales como caries vy

enfermedad periodontal (Davila & Gil, 2011; Nagar et al., 2013).

Las manifestaciones orales del VIH estan asociadas al apego al tratamiento y no a la
falla del TARAA. La candidiasis oral puede ser un marcador importante en la falla
virolégica e inmunosupresién en pacientes bajo esquema TARAA (Cerqueira et al.,

2010).

Candidiasis oral en nifios y adolescentes con VIH

Las manifestaciones orales son el principal signo de la infeccién en los nifios con VIH y

su principal mecanismos de transmision es de madre a hijo (Mofenson et al., 2005; Nagar

et al., 2013). De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud y al Departamento de

Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos (Department of Health and Human

Services, sff), las infecciones mas comunes en estos grupos de edad son las siguientes:
1. Infecciones bacterianas 3. Coccidioidomicosis

2. Infecciones por Candida 4. Criptococcosis
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5. Criptosporidiosis 16.Malaria

6. Infeccion por Citomegalovirus 17.Microsporidiosis

7. Giardiasis 18.Enfermedad por el complejo

8. Infeccion por virus de la Hepatitis B Mycobacterium avium

9. Infeccion por virus de la Hepatitis C 19.Infecciones por Mycobacterium

10. Infecciones por virus del Herpes tuberculosis

simple 20.Neumonia por Pneumocystis
11.Histoplasmosis jirovecii
12.Enfermedad por Herpesvirus 8 21.Leucoencefalopatia progresiva
humano multifocal
13.Infeccion por Papilomavirus 22. Sifilis
humano 23.Toxoplasmosis
14. Influenza 24. Infeccion por virus Varicella-zoster

15. Isosporiasis (cistoisosporiasis)

La manifestacion mas comun en nifios es la candidiasis oral (CO), asociada a la
disminucion de los linfocitos TCD4+ por debajo de las 200 células/mm?3 y un aumento
en la carga viral, por lo que se ha utilizado como un marcador clinico de la infeccién por
VIH (Cerqueira et al., 2010; Gaitan-Cepeda, Martinez-Gonzalez, & Ceballos-Salobrefia,
2005). La candidiasis pseudomembranosa es la variante mas frecuente, seguida por la
candidiasis eritematosa y la quelitis angular.

Se han realizado pocos estudios acerca de la relacion de la candidiasis oral y la terapia

antirretroviral en niflos y adolescentes, sin embargo la mayoria demuestra que existe
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una disminucién de las manifestaciones orales en los pacientes con esquema TARAA
a diferencia de los sujetos sin tratamiento o monoterapia (Tappuni & Fleming, 2001).
Es importante considerar otros factores que intervienen en el desarrollo de la
candidiasis, tales como el tiempo del tratamiento, apego a la terapia, region geografica,
calidad de vida y estado nutricional (Gaitan-Cepeda et al., 2012; Pomarico et al., 2015).
Por otra parte, existen pocos medicamentos antirretrovirales disponibles para su uso
en nifios y esto eleva los costos de tratamiento y su seguimiento. El tratamiento solo
puede ser exitoso si los nifios que lo reciben son apoyados para apegarse al régimen
(The Gap Report, 2014). Otro factor que puede contribuir a la presencia de Candida es
la lesion cariosa a nivel de dentina que favorece la colonizacion (Cerqueira et al., 2010).
Gaitan y colaboradores mencionan dos mecanismos que explican la disminucion de la
candidiasis oral: la recuperacion de sistema inmune y el efecto antifingico de los ARV
inhibidores de proteasa (IP), capaces de inhibir el efecto de las aspartil proteasas (Sap)
gue Candida utiliza para adherirse e invadir a las células de la mucosa (Gaitdn-Cepeda,
Sanchez-Vargas, & Castillo, 2014). Estudios in vitro demuestran que indinavir es el
inhibidor de la adherencia de Candida con mayor potencia.

La especie mas frecuente en las candidiasis orales es Candida albicans, sin embargo
otras especies, tales como C. tropicalis, C. glabrata y C. krusei, se encuentran entre el

18 y 40% de los casos (Gaitan-Cepeda et al., 2014).

Tratamiento antifungico

La terapia con antifungicos se ha establecido utilizando criterios farmacocinéticos y

farmacodinamicos. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se ha adecuado a la
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eficacia del farmaco in vivo, debido a que su concentracion en los tejidos varia en
relacion a las caracteristicas fisiologicas del hospedero, el metabolismo del compuesto
y sus propiedades quimicas. Por tal motivo, se deben considerar diferentes
caracteristicas del antifUngico para el tratamiento de las micosis, tales como: espectro
de actividad, farmacocinética, farmacodinamia, interacciones potenciales farmaco-
farmaco y su toxicidad. La relacion farmacocinética/ farmacodinamia (PK/PD) asociada
con la eficacia, ayuda a predecir el éxito terapéutico, orienta los niveles e intervalos de
dosificacion, ayuda en la evaluacién de los puntos de corte de sensibilidad a los
antifungicos y limita los efectos adversos, incluyendo toxicidad y resistencia (Calderone
& Clancy, 2012). Considerando que la poblacién pediatrica tiene caracteristicas
fisioldgicas muy diferentes a un adulto, las dosis pediatricas deben evaluarse, debido a
gue se ha observado que las concentraciones de los antirretrovirales varian en relacién
a la edad del individuo y a factores que alteran su biodisponibilidad en diferentes tejidos,
tales como el peso corporal, la alimentacion, concentracion de proteinas plasmaticas y
volumen en los 6rganos o tejidos. Por otra parte la PK/PD se modifica con la actividad
hepatica y funcion renal, que varia con la edad del individuo, de manera particular en
los niflos menores de seis meses de edad, quienes excretan con mayor rapidez los
medicamentos y los metabolizan mas lento a nivel hepatico (L’homme et al., 2007).
Apoyados en lo anterior, podriamos sugerir que la actividad antifingica se altera debido
a los mismos factores, de manera particular a nivel hepéatico, ya que utilizan las mismas

enzimas hepéticas para metabolizarse.

Las opciones terapéuticas con compuestos con actividad antifingica son muy limitadas

si se comparan con los antibacterianos. Los medicamentos azolicos se consideran la
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opcion mas efectiva y segura de combatir las micosis por levaduras, sin embargo se ha
observado la aparicion de cepas resistentes que obligan a investigar nuevas opciones

en el tratamiento con antifingicos.

Existen solo cuatro grupos de antifungicos, clasificados de acuerdo a su estructura
guimica: polienos, pirimidina, triazoles y equinocandinas, cuyo mecanismo de accion

se describe en la tabla 1.

TABLA 1 Mecanismo de accion de los antifingicos, clasificados por grupo farmacolégico

ANTIFUNGICO GRUPO MECANISMO DE ACCION

Anfotericina B Se enlaza al ergosterol y forma poros que afectan la

Polieno

Nistatina estabilidad de la membrana celular.

Se introduce de manera activa por la membrana utilizando
Flucitosina Anélogo de una citosina permeasa, se transforma en fluorouracilo por

pirimidina la citosina desaminasa. Los metabolitos activos del

fluorouracilo interfieren con la sintesis del ADN y el ARN.
Fluconazol

Altera la permeabilidad de la membrana mediante la
Itraconazol

_ Triazol inhibicién del esterol 14 a- dimetilasa dependiente del
Voriconazol citocromo P450 (CYP450) y la posterior inhibicion de la

Posaconazol sintesis del ergosterol.

Caspofungina

Micafungina Equinocandina Inhibe la sintesis del B-1,3 glucano de la pared celular.
Anidulafungina

Adaptado de: Calderone & Clancy, 2012

La guia de tratamiento para las infecciones oportunistas en nifios con VIH recomienda
diferentes esquemas de antifingicos de acuerdo al tipo de manifestacion clinica por
Candida (Mofenson et al., 2005). En la candidiasis orofaringea no complicada se puede
utilizar el tratamiento topico con clotrimazol o polienos, tales como nistatina o
anfotericina B. Existe la posibilidad de que se desarrolle resistencia a clotrimazol si el
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paciente ha tenido tratamiento previo con cualquier antifungico del grupo de los azoles
y esta correlacionada con la micosis refractaria. La nistatina no reporta efectos
adversos, sin embargo, el sabor amargo de la presentacién farmacéutica es un factor
para que los pacientes no terminen el tratamiento. Es importante mencionar que la
nistatina solo se encuentra en esquemas de tratamiento para las micosis orales, pero
presenta baja tolerancia y se recomienda en caso de infecciones resistentes (Pappas

et al., 2015; Vazquez & Sobel, 2002).

El tratamiento sistémico con azoles por via oral, también es efectivo como tratamiento
inicial de la candidiasis oral. El fluconazol via oral es mas efectivo que la suspension de
nistatina y es mas facil de administrar. La solucién de itraconazol es igual de efectiva,
pero menos tolerada. Las tabletas de ketoconazol son la segunda linea de terapia para
la candidiasis orofaringea, debido a que su absorcion es mas variable que las

soluciones de fluconazol o itraconazol (Spampinato & Leonardi, 2013).

Los antifungicos azdlicos tienen menos toxicidad relativa, sin embargo, presentan
interacciones con otros farmacos que se metabolizan a nivel hepético al inhibir la
enzima citocromo P450. Lo anterior tener dos consecuencias: disminuir la
concentracion plasmatica de los azoles por un incremento en el metabolismo hepéatico
o0 aumentar la toxicidad del medicamento con el cual esta interaccionando. Por tal
motivo se recomienda evaluar el uso de este grupo de antifungicos y la administracion

de antiretrovirales que puedan ocasionar interacciones.

24



Los efectos adversos de los azoles son las manifestaciones gastrointestinales, que
incluyen la ndusea y el vomito, reportados con mas frecuencia para ketoconazol; otros

son las erupciones cutdneas y el prurito, entre otras (Mofenson et al., 2005).

Candiday sus especies

Candida es un organismo eucariota que pertenece al reino Fungi, filo Ascomicota, clase
de los Sacaromicetos, orden de los Sacaromicetales y familia Debariomicetacea. El
género Candida se integra por 200 especies aproximadamente, de las cuales 30 se

consideran agentes causales de infecciones (Brandt & Lockhart, 2012).

Es un microorganismo diploide con un ciclo de vida que incluye una fase sexual (de
apareamiento) y diferentes estructuras de crecimiento, la mayoria representadas in vivo
por levaduras unicelulares e hifas pluricelulares. C. albicans presenta cinco morfologias
celulares: levadura, pseudohifa, hifa, clamidospora y células opacas. Las especies de
Candida no- albicans solo presentan la forma de levadura y pseudohifas, a excepcién
de C. dubliniensis que también forma hifas y clamidosporas. Las hifas se forman
durante la transicion dimérfica. Todas las formas tienen una pared celular compleja que
determina la morfologia del hongo y asegura su viabilidad bajo estrés osmético. Las
levaduras y las hifas expresan en su superficie diferentes combinaciones de
polisacaridos (mananos, beta-glucanos y quitina), carbohidratos con actividad
enzimatica, asi como complejos de glicoproteinas y proteinas que son reconocidos por

los receptores del hospedero.
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Las especies son parte de la microbiota de los animales sanos, incluyendo a los
humanos. Habitan las mucosas del tracto gastrointestinal, cavidad oral y vaginal,
aunque también se encuentra como un comensal en la piel. El primer contacto con éste
microorganismo es durante el nacimiento, en su paso por canal vaginal o un poco

después por el contacto con la piel de otras personas.

Diversas especies originan candidiasis oral y candidiasis orofaringea, sin embargo la
mas frecuente es Candida albicans, incluso en los casos de candidiasis vaginal y
candidemia. Le siguen en frecuencia otras especies causales tales como Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida parasiplosis y Candida dublinienesis (Cassone &

Cauda, 2012).

Mecanismo de patogenia de Candiday factores de virulencia

La capacidad de las especies de Candida para colonizar, penetrar y dafar los tejidos
del hospedero depende de los factores de virulencia del microorganismo y el sistema
inmune del hospedero. Se han identificado diversos factores de virulencia que
contribuyen a la patogénesis de Candida para producir infecciones en la mucosa, tales
como el cambio de fenotipo, la formacion de biopeliculas, adhesion a la mucosa,
desarrollo de hifas, mimetismo molecular con las integrinas de los mamiferos y

secrecion de enzimas hidroliticas.

Las levaduras que generan colonias blancas tipicas en medio sélido también pueden

experimentar una transicion espontanea a células ligeramente alargadas, que producen
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colonias de caracteristica opaca. Esta transicion “blanca- opaca” es un fenébmeno unico,
esencial para el apareamiento de hongo y la consumacién de un ciclo parasexual,
durante el cual las células diploides competentes sexuales se aparean y producen
células tetraploides, que regresan a la diploidia por la pérdida de sus cromosomas. La
N-acetil-D-glucosamina es un inductor de la formacion de hifas en C. albicans y también
estimula la transicion “blanca- opaca” y la formacién de biopeliculas y por lo tanto en la
esta relacionada a su condicion de comensal o patégeno. La transicion “blanca- opaca”
tiene implicaciones en la patogenicidad de C. albicans, debido a que influye en la
adherencia a las mucosas y la formacién de biopeliculas utilizando el mecanismo de
autoinduccion (P. Sudbery, Gow, & Berman, 2004). Se sabe que las células opacas
colonizan la piel con mayor rapidez y producen cavitaciones en su superficie. Por otra
parte las células opacas pierden capacidad de atraer a los linfocitos polimorfonucleares
(PMN) y evaden al sistema inmune como un mecanismo para proteger de la fagocitosis

a las células competentes para el apareamiento (Soll, 2014).

Las levaduras de Candida se mantienen inhabilitadas por el sistema inmune innato y
adaptativo, sin embargo las hifas tienen una gran capacidad de adherencia a las células
epiteliales para formar una biopelicula resistente a los antifiingicos, asi como a la
fagocitosis y ademas tienen capacidad de invadir el tejido epitelial. La entrada en la
barrera epitelial se realiza por endocitosis o por penetracion activa, lo que ocasiona

dafio mecanico del epitelio o por la accion de sus factores de virulencia.
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Imagen 4. Candidiasis mucocutanea. Invasion del epitelio y receptores
de reconocimiento para la induccion de los linfocitos TCD4 y Thl7.
Tomado de: Vinh, 2011

Las principales enzimas hidroliticas extracelulares producidas por la levadura son las
aspartil proteinasas secretadas, la fosfolipasa B y las lipasas. El factor de virulencia
mas estudiado es la familia de proteinas aspartil proteinasa secretadas (Sap),
constituida por diez enzimas (Sap 1 a Sap 10), con diferentes funciones redundantes
en la biologia del hongo. Cada Sap se expresa con diferente cinética durante la
infeccion y puede impactar de distinta manera en el mecanismo de patogenia, pero su
acciéon mas importante es actuar como enzima proteolitica durante la invasion de los
tejidos (Naglik, Challacombe, & Hube, 2003). Estudios demuestran que Sap se regula
durante el cambio fenotipico y se expresa en la produccion de hifas y durante la

adhesion a superficies (De Bernardis, Sullivan, & Cassone, 2001). Por otra parte, la
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habilidad de Candida para adquirir hierro elemental a partir de hemolisina es esencial
en su supervivencia y es un paso en su establecimiento y el desarrollo de candidiasis
diseminada. La identificacion de los factores de virulencia de una particular especie de
Candida nos proporciona informacion acerca de los procesos patogénicos y buscar
estrategias para el tratamiento de las micosis (Mane et al., 2011). Estudios recientes
demuestran que existe una seleccion de especies no- albicans bajo condiciones de
estrés, las cuales presentan determinantes de virulencia alterados que permiten la
invasion de los tejidos y su diseminacion (Mane et al., 2012). Tal es el caso de las
personas que viven con VIH, quienes presentan una mayor colonizacion por Candida,
comparados con las personas sin la infeccion (Jain et al., 2010) debido a factores que
favorecen la adhesion del hongo a las superficies de las mucosas (dos Santos, 2010;

Fidel, 2006; Leito et al., 2009).

Sweet y cols en 1995 proponen en su estudio con cepas aisladas de pacientes con VIH
gue las levaduras estan seleccionadas para reemplazar a las comensales, y es factible
gue el proceso se relacione a la seleccion de cepas con determinantes de virulencia
alterados que propician la colonizacién y por lo tanto tienen mayor capacidad de infectar
a hospederos inmunocomprometidos. Durante el estudio encontraron una relacion entre
la adhesién de Candida y el nivel hormonal de los sujetos de muestra (Sweet, Cookson,
& Challacombe, 1995). En un estudio posterior Pereiro y cols (1997) compararon la
adherencia de Candida albicans aislada de pacientes con VIH y pacientes sin VIH, en
el que observaron que existe menos adherencia en las levaduras de pacientes al inicio
del sindrome, comparado con las levaduras aisladas de pacientes sin la infeccion,

debido a que los pacientes con menor hostilidad inmunolégica se colonizan de variables
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menos patdgenas, no obstante los cambios adaptativos de las cepas de C. albicans
incrementan su capacidad de adaptacion a lo largo de la historia natural del sindrome.
Algunos factores del hospedero pueden modificar la adherencia: antifungicos,
antibioticos, niveles séricos de hierro o glucosa y cambios en la composicion de la flora
comensal. Ademés encontraron que la adherencia es inversa al indice de CD4/CD8,
por la seleccidén de cepas con alto potencial patégeno debido al tratamiento periddico

con antifungicos (Pereiro, Losada, & Toribio, 1997).

Tsang y Samaranayake (1999) también encontraron diversas variables asociadas con
un incremento en la adherencia de C. albicans a las células epiteliales de pacientes con
VIH, tales como uso de zidovudina, antibacterianos y antiparasitarios; mientras que la
hemofilia, el incremento de la edad, los niveles bajos de TCD4+ y el uso de folatos,

disminuyen la adhesion a Candida (Tsang & Samaranayake, 1999).

Estudios recientes proponen que la presencia de otros microorganismos de la cavidad
oral participan en la interaccion de Candida con las células del hospedero, en especial
las bacterias comensales de la microbiota bucal, tales como Staphylococcus sp. y
Streptococcus mutans, las cuales se coagregan con la levadura para favorecer su
adhesion a mucosas y estructuras dentales (Charone, Portela, das Chagas, de Araujo
Soares, & de Araujo Castro, 2013; Maristela Barbosa Portela et al., 2012; P. E. Sudbery,
2011). Ademas se ha planteado que una mala regulacién de la respuesta inmune es un
factor importante para la adhesién de Candida, ya que los receptores tipo Toll- 4 (TLR4)
estan involucrados en proteger a la mucosa oral de la invasion por Candida albicans
mediada por PMN (Ferwerda et al., 2009). Por otra parte, se ha demostrado que los

inhibidores de proteasa (IP) disminuyen la adhesion de C. albicans a las células
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epiteliales in vitro, sin embargo no son capaces de modular la fagocitosis de Candida
por los PMN. La inhibicion de las aspartil proteasas de Candida por los IP podria impedir

la candidiasis oral (Bekti¢ et al., 2001).

La proteinasa del VIH es una aspartil proteasa, con una homologia similar en la
secuencia de la Sap de Candida albicans, en especifico Sap2, lo cual permite suponer
gue una disminucién de la candidiasis oral durante las primeras etapas del sindrome
en pacientes bajo esquema TARAA, se debe a la actividad anti- candida de los IP
vinculado con la restauraciéon de las células TCD4+, ademas esto podria explicar la
seleccidn de las cepas y las diferentes especies de Candida que estan presentes como
flora comensal en los pacientes con VIH o en la candidiasis oral (Cassone & Cauda,

2012)

Mecanismos de resistencia a los antifungicos de las especies de Candida

La resistencia a los antifingicos se considera uno de los factores de mortalidad en
pacientes con candidiasis invasiva. La mayoria de los casos de falla terapéutica en
pacientes con micosis invasiva se debe a las condiciones de hospedero mas que a la
resistencia adquirida a los antifingicos. El concepto de resistencia clinica en los
pacientes con candidemia se refiere a los factores de interaccion del hospedero y del
agente patogeno, que afectan el resultado clinico, pero no estan relacionados de
manera directa a la CMI. Tal es el caso de errores de diagnostico, disfuncion renal o
hepatica que origina toxicidad del farmaco, dosis inadecuada, interaccion farmacologica

y diagnostico tardio entre otros. Es importante destacar que una dosis inadecuada de
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este grupo farmacolégico o una dosis intermitente, son factores para originar resistencia
a los triazoles, en especial de los que presentan baja biodisponibilidad (Briiggemann et
al., 2009; White, Marr, & Bowden, 1998). Otro factor relacionado con la falla terapéutica
en las especies de Candida es la resistencia mediada por biopeliculas con un
comportamiento a los antifingicos diferente de las células plancténicas, que en
comunidad son capaces de sobrevivir a concentraciones elevadas del antimicrobiano.
Sin embargo, se desconoce si la resistencia in vitro relacionada a la formacion de las
biopeliculas tiene implicaciones en la terapia de los pacientes (Calderone & Clancy,

2012).

El ergosterol es uno de los principales esteroles en la membrana celular de los hongos
y un analogo del colesterol de los mamiferos. Los medicamentos triazélicos tienen
como blanco a la lanosterol 14a -desmetilasa, una enzima citocromo P450, producto
del gen ERG11 que contiene un co-factor heme en el sitio catalitico al cual se unen los
triazoles. El efecto de los triazoles es la disminucién de la produccion de esterol y en
consecuencia una alteracion en la funcion de la membrana celular con la posterior
inactivacion de otras enzimas de la membrana. El resultado final es la inhibicion de los
mecanismos de reproduccion del hongo y no la destruccién celular, por lo tanto son
considerados como fungistéticos a diferencia de la nistatina y la anfotericina B con
efecto fungicida.

Varios factores celulares estan asociados a la emergencia en la resistencia a éste grupo
de antifungicos, tales como: cambios en la pared celular o membrana celular que
conlleva a un deficiente transporte a través de la membrana celular, alteraciones en la

afinidad del blanco farmacolégico Ergllp (lanosterol 14a -desmetilasa) o en su

32



contenido intracelular debido a mutaciones puntuales o a la sobreexpresion del gen
ERGL11, ademas el eflujo de los antifungicos por proteinas transportadoras ABC de
union a ATP tipo cassette, CDR1, CDR2 o el transportador CaMDR de la superfamilia
de facilitadores mayores (Mishra et al., 2007; White et al., 2002). Por otra parte, la
produccién de esterol esta implicada en los mecanismos de autoinduccién del hongo
debido a que durante su biosintesis se produce farnesol, importante por estimular la

morfogénesis de Candida por autoinduccién (Han, Cannon, & Villas-Béas, 2011).

El uso de la flucitosina es limitado debido a la resistencia endégena de algunas
levaduras de importancia clinica y por la velocidad en la que los aislamientos crean
resistencia. El ritmo al que se desarrolla una resistencia aparente a la anfotericina B no

puede ser cuantificado de manera efectiva, pero parece ser lento.

La anfotericina B y el fluconazol son los Unicos antifingicos que se recomiendan en
monoterapia para infecciones profundas, con opcién de combinarlos con flucitosina.
Otros agentes activos a nivel sistémico son el itraconazol y la caspofungina. C. glabrata,
C. guilliermondii, C. krusei, y C. lusitaniae tienen una tendencia mas elevada a
desarrollar resistencia a la anfotericina B, por lo que se debe prestar atencion en el
tratamiento de los pacientes infectados por estas especies. Entre las especies antes
mencionadas, solo C. glabrata y C. krusei han aumentado su prevalencia en algunas

zonas geograficas debido a su resistencia intrinseca o adquirida a los triazoles.
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TABLA 2 Mecanismos de resistencia a los antifangicos

e Cambio en los esteroles de la membrana celular.

o Alteraciones en el gen ERG11.
Modificacion en las enzimas de la ruta de biosintesis del
ergosterol.

¢ Incremento del eflujo del farmaco debido a proteinas
transportadoras ABC (CDR) o facilitadores mayores (MDR).

Mecanismos moleculares

¢ Resistencia intrinseca de especies de Candida.
Sustitucién por cepas de Candida resistentes a antifungicos.
Alteraciones genéticas que originan cepas resistentes a los
antifingicos.

e Expresion genética transitoria que genera resistencia
temporal en las células.

Mecanismos celulares

Frecuencia y dosis del antifingico.
Dosis intermitente.
Profilaxis.
Dosis acumulada.
Naturaleza fungistatica de los triazoles.
Factores clinicos e Concentracién minima inhibitoria de la cepa o especie de
Candida.

¢ Condicion inmunoldgica del paciente.

e Otras enfermedades.

¢ Interacciones farmacoldgicas.

¢ Apego al tratamiento antifangico.

Adaptado de: White et al., 2002

Se debe destacar que fluconazol es el medicamento que méas se administra en el
tratamiento de las micosis orales, del sistema genitourinario o invasivas, debido a su
bajo costo y a que presenta mayor biodisponibilidad en las presentaciones orales y
tépicas, sin embargo se ha comprobado su resistencia en personas con VIH en los
cuales se utilizé para el tratamiento de candidiasis orofaringea (Sanglard & Odds,

2002).

La formacion de biopeliculas es un factor de virulencia y un mecanismo de resistencia
en las infecciones cronicas o reincidentes por Candida, debido a que actia como una

barrera fisica que protege a las células del interior de la biopelicula de la accion de los
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fagocitos y del efecto de los antifingicos. Estudios recientes demuestran que los beta
glucanos de la matriz se enlazan a los triazoles, de manera particular al fluconazol

(Lewis, Viale, & Kontoyiannis, 2012).
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JUSTIFICACION

Los mecanismos de patogenicidad de Candida albicans se han estudiado de manera
exhaustiva en humanos y modelos animales bajo condiciones de inmunosupresion. Sin
embargo, se conoce muy poco acerca de los mecanismos en especies de Candida no-
albicans, de manera particular en nifios y adolescentes con inmunosupresion, quienes
presentan un escenario fisiolodgico diferente al adulto.

La relacion de Candida con su hospedero se modifica como una respuesta a los
mecanismos de defensa especificos y no especificos alterados debido a la
inmunosupresion. Como consecuencia del estrés, las células de Candida tienen la
habilidad de adaptarse a su ambiente para sobrellevar las condiciones adversas,
promoviendo la adhesién y colonizacion de las mucosas, asi como la activacion de
mecanismos de regulacion genética relacionados con sus factores de virulencia. De
manera semejante, la modificacion del medio ambiente oral debido a los efectos
adversos de los antirretrovirales sobre la mucosa oral, es un factor determinante para
el desarrollo de la candidasis (Diz Dios & Scully, 2014; Nacher et al., 2007; Navazesh
et al., 2009).

Por otra parte, la terapia con antifUngicos también ocasiona estrés celular y una
modificacién en el comportamiento de la levadura para adaptarse a su medio. Algunos
estudios indican que se ha incrementado la prevalencia de las especies diferentes a
Candida albicans, debido a los mecanismos de seleccion por la accion de los
antifangicos y el incremento en la resistencia, de manera especifica del grupo de los

azoles.
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Por lo anterior mencionado, seria importante investigar los efectos de la terapia
antirretroviral en la mucosa oral de los nifios y adolescentes con VIH, asi como los
factores que intervienen en los mecanismos de patogenicidad de las especies de
Candida en este grupo de sujetos.

Con esta investigacion se pretende tener un fundamento cientifico acerca de la
prevalencia de otras especies de Candida y su resistencia a los antifingicos
convencionales, asociados a la terapia antirretroviral y las caracteristicas clinicas de

nifios y adolescentes con VIH en una muestra poblacional.

OBJETIVO
Identificar los factores asociados a la colonizacion por Candida, candidiasis oral y la
respuesta a los antifungicos, en nifios y adolescentes con VIH institucionalizados en la

ciudad de Tijuana, México.

Objetivos especificos:

1. Aislar las especies de Candida de muestras de cavidad oral de nifios y

adolescentes con VIH, con manifestaciones clinicas de la infecciéon o sin ellas.

2. ldentificar las especies de Candida utilizando sus caracteristicas fenotipicas.

3. Evaluar los patrones de sensibilidad a los antifangicos y su relacion con las
especies de Candida aisladas de la mucosa oral de nifios y adolescentes con

VIH.

4. Identificar los factores asociados a las manifestaciones orales por Candida y la

presencia de especies en la mucosa oral de nifios y adolescentes con VIH.
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5. Determinar la probabilidad de que se presenten las manifestaciones orales por
VIH en la poblacién nifios y adolescentes con VIH del orfanato, ocasionadas por

un factor de exposicion.

DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Estudio transversal, observacional de tipo analitico.

Poblacién: Nifios y adolescentes con VIH, de 3 a 18 afios de edad, huérfanos o
vulnerables a causa del SIDA, que viven en una casa hogar y reciben atencion médica

en el Hospital General de Tijuana, Baja California.

Instrumentos: Cuestionario de datos clinicos, antropométricos y terapia antirretroviral.
Estadimetro y balanza para medicines de antropometria. La carga viral se determiné
por reaccién en cadena de la polimerasa, tiempo real y los linfocitos TCD4+ por
citometria de flujo. La identificacion morfoldgica se realiz6 por cultivo y microscopia, la
identificacion bioguimica de levaduras, mediante pruebas de asimilacion de
carbohidratos y aminoacidos(auxonograma); y la sensibilidad a los antifingicos
mediante pruebas estandarizadas de dilucién en pocillo, de acuerdo al CLSI (Clinical

Laboratory Standards Institute, por sus siglas en inglés).

Variables: Edad, sexo, terapia ARV, carga viral, cuantificacion de linfocitos TCD4+,
lesiones orales, especie de Candida aislada de la mucosa oral y sensibilidad a los

antifangicos flucitosina, anfotericina B, fluconazol, itraconazol y voriconazol.
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Las variables que miden el estado inmunoldgico son la carga viral, indicador de falla

virologica y la cuantificacion de linfocitos TCD4+, indicador de falla inmunolégica.

Debido a que el estado inmunolégico depende de la edad y el tiempo de tratamiento

antirretroviral, fue necesario interpretar los valores discretos respecto de los sistemas

de clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud y del CDC. Los criterios se

muestran en las tablas 3, 4 y 5 (Panel on Antiretroviral Therapy and Medical

Management of HIV-Infected Children, s/f; U.S. Department of Health and Human

Services, Health Resources and Services Administration, HIV/AIDS Bureau, 2014;

World Health Organization, 2007).

TABLA 3 Criterios para la clasificacion de la inmunodeficiencia asociada a VIH en
nifios, de acuerdo a la cuantificacion de linfocitos TCD4+ en plasma (cels/ mm?)

Inmunodeficiencia

asociada al VIH <1 afo 21 afo, <6 afios 26 anos
(1) Moderada 21,500 21,000 =500
(2) Avanzada 750-1499 500-999 200-499
(3) Severa <750 <500 <200

Adaptado de: Panel on Antiretroviral Therapy and Medical Management

of HIV-Infected Children
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TABLA 4 Criterios para falla viroloégica en personas con VIH

Carga viral persistente
HIV RNA (copias/mL)

Supresién viral éptima <20to 75
Fenomeno Blips

. o . <400
(elevacion transitoria de carga viral)
Falla virologica =200

Adaptado de: Panel on Antiretroviral Therapy and Medical Management

of HIV-Infected Children., 2015

TABLA 5 Sistema de clasificacién del CDC por estadio, para adolescentes y adultos con
infeccién por Virus de la Inmunodeficiencia Humana

Categorias clinicas en adolescentes y adultos

Cuantificacion de A

linfocitos TCD4+ Asintomatico, VIH agudo o

linfadenopatia persistente
generalizada

B*

Condiciones Condiciones
sintomaticas, no A o C | indicadoras de SIDA

C#

(1) =500 células/ mm?3 Al B1 C1
(2) 200-499 células/ AD B2 co
mm?3

(3) <200 células/ mms3 A3 B3 C3

Fuente: U.S. Department of Health and Human Services, Health Resources and Services

Administration, HIV/AIDS Bureau, 2014
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TABLA 6 Operacionalizacion de las variables de estudio

VARIABLES
INDEPENDIENTES

VARIABLE TIPO PARAMETRO Y SU DESCRIPCION
Edad Discreta Afios
RaNqoS 1. Nifio: 1 a 10 afos de edad
Grupo de edad Ordi?wal 2. Adolescente: 10 a 19 afios de
edad

. L 1. Femenino
Sexo Nominal, dicotémica > Masculino
Linfocitos TCD4 Discreta Cels/uL

Categorias inmunolégicas en pacientes
. . pediatricos basadas en linfocitos CD4
L|nfop|tos TCD4 (Cels/uL):
asociados a o
. L 1. 1a6afios
INMUNOSUPTESION a. Sin evidencia de
(Centro Nacional t ion >1.000
arala Rangos inmunosupresion 21,
Erevencién ol Ordinal b. Supresiéon moderada 500 a 999
Control del \>;IH c. Supresion grave <500
eIOSnIIrDOA &e Y 2. =6 afios
Secretaria de a. Sin evidencia de
Salud, 2017) inmunosupresion =500
' b. Supresién moderada 200 a 499
C. Supresion grave <200

Carga viral (CV) Discreta copias/mL

Falla virologica

Nominal, dicotémica

1. <200 copias/mL
>200 copias/mL

Manifestaciones
por el VIH

Nominal, politbmica

2

1. Sin manifestaciones

2. Candidiasis oral

3. Candidiasis eritematosa

4. Candidiasis pseudomembranosa
5. Caries

6. Absceso recurrente

7. Estomatitis aftosa recurrente
8. Hepatomegalia

9. Sindrome de desgaste

10. Tuberculosis

Estadio clinico de
acuerdo a la OMS

Ordinal, politdbmica

Sintomas asociados a la infeccion por
VIH:

1. Estadio 1- Asintomatico

2. Estadio 2- Sintomas leves

3. Estadio 3- Sintomas avanzados

(HAART) Tiempo
de terapia

Esquema . . L 1. Con tratamiento ARV
antirretroviral Nominal, dicotémica 5 Sin tratamiento ARV
(HAART) ’
Esquema 1. 2NRTI+ 1IP
angrretroviral Nominal, politbmica 2. 3NRTI+1IP
(HAART) P 3. 3NRTI+2IP

4. 2NRTI+ 1 NNRTI
Esquema
antirretroviral Discreta AfioS
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Esquema
antirretroviral

(HAART) por 1. Esquema < 3 afios
edad (World Ordinal, politmica 2. Esquema 3-10 afios
Health Esquema > 10 afios
Organization,
2016)
indice de masa . )
corporal (IMC) Continua Kg/cm
Percentil del IMC
en niflos y Discreta Percentil de acuerdo al CDC
adolescentes
1. Bajopeso (<5)
Interpretacion del Ordinal politémica 2. Peso saludable (5 a 85)
percentil del IMC P 3. Sobrepeso (>85, <95)
4. Obeso (295)

Concentracién minima inhibitoria

VARIABLES
DEPENDIENTE

Concentracion (ng/mL) de:

Minima inhibitoria . P 1. Flucitosina (5FC)

del antifingico Nominal politomica 2. Anfotericina B (AMB)

(CMmI) 3. Fluconazol (FCA)

4. ltraconazol (ITR)
5. Voriconazol (VRC)

Susceptlbllu_:iad a Nominal, dicotémica 1. Senglble

los antifungicos 2. Resistente

1. Cultivo positivo en agar
sabouraud dextrosa a partir de

Aislamiento de . . muestra de mucosa oral.

. Nominal, dicotébmica A .

Candida 2. Cultivo negativo en agar
sabouraud dextrosa a partir de
muestra de mucosa oral.

Especie de Nominal. politémica Nombre taxonémico de los aislamientos

Candida P de Candida a nivel de especie

Colonizacion por . L 1. Cultivo positivo en asintomatico

. Nominal, dicotémica . . A P

Candida 2. Cultivo negativo en asintomatico

1. Candidiasis oral con cultivo
Candidiasis Nominal, dicotémica positivo e
2. Sin manifestacion clinica de
candidiasis oral y cultivo positivo
1. Sin manifestaciones
. . 2. Candidiasis oral: eritematosa o
Manifestaciones . S
Nominal, politdmica pseudomembranosa
orales
3. Absceso recurrente
4. Estomatitis aftosa recurrente
Sensibilidad a los . S 1. Sensible
e Nominal, dicotémica :
antifingicos 2. Resistente

Concentracién
minima inhibitoria
de antifingicos

Discreta

Concentracion de antifungicos en pg/mL
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Andlisis estadistico: Para el analisis de los datos se utilizd el paquete estadistico
STATA ver. 13 (StataCorp LLC). En el estudio de asociacion entre variables categéricas
se utilizo la prueba exacta de Fisher (Fisher exact test) con un nivel de significancia
estadistica de 0.05 (P<0.05) a dos colas y para variables discretas o continuas se utilizé
correlacién de Pearson, con correlaciones mayores a 0.85. Para estimar los factores
predictores se calcul6 el Odds Ratio (OR) o razén de posibilidades mediante analisis
de regresion exacta, con un nivel de significancia estadistica de 0.05 (P<0.05) y un
intervalo de confianza del 95%. Las variables dicotémicas se analizaron con regresion

probit con el mismo nivel de significancia e intervalo de confianza.

Aspectos bioéticos: El protocolo fue evaluado por el Comité de Bioética y el Servicio
de Ensefanza del Hospital General de Tijuana y se tuvo el consentimiento informado
para la toma de muestra y uso de los datos, de la cuidadora de los nifios y adolescentes

con VIH.

MATERIALES Y METODOS

FASES:

1. Registro del proyecto y solicitud de apoyo financiero

2. Consentimiento en la casa hogar EUNIME

3. Entrevista al paciente y al cuidador para registro de datos clinicos y
antropométricos.

4. Analisis de TCD4+ y carga viral en laboratorio de referencia certificado

5. Revision bucal y toma de muestra

6. Aislamiento de las levaduras
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7. ldentificacién taxondémica de las especies de Candida
8. Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos

9. Capturay analisis estadistico de los datos

DATOS CLINICOS Y ANTROPOMETRIA

Los datos de la edad, sexo y medicamentos antirretrovirales se obtuvieron mediante la
aplicacion de cuestionario directo a la cuidadora de los niflos y adolescentes. La
antropometria se realiz6 a cada uno de los nifios en la casa hogar utilizando estadimetro
y balanza. Los datos se cotejaron en el expediente clinico del paciente. La informacion
de duracion de la terapia, carga viral y cuantificacion de los linfocitos TCD4+ se obtuvo
de los expedientes clinicos y resultados de laboratorio. La evaluacién clinica de la

cavidad oral la realizé un odontélogo durante la toma de muestra.

REVISION BUCAL Y TOMA DE MUESTRA

Toma de muestra: Se reviso la cavidad oral de los nifios y adolescentes con luz artificial
y con ayuda de un abatelenguas, se exploré de manera minuciosa las mucosas orales
de los pacientes involucrados para identificar posibles lesiones. Posteriormente, la
muestra de mucosa bucal total y placa dentobacteriana se obtuvo mediante un barrido
con hisopo estéril y se conservo en medio de transporte Amies sin carbén (BBL, BD

Diagnostics).
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Manejo de la muestra: Las muestras se manipularon utilizando los protocolos de nivel
2 de bioseguridad. Cada uno de los medios de trasporte se marco con los datos de
identificacion de la muestra y se trasportaron en un contenedor a temperatura ambiente

hasta el laboratorio de prueba, en un tiempo menor a las 2 horas.

CARGA VIRAL Y LINFOCITOS TCD4+

Los nifios y adolescentes se trasladaron al laboratorio de referencia para los estudios
de carga viral y cuantificacion de TCD4+. Para la determinacion de carga viral por
reaccion en cadena de la polimerasa por tiempo real, se utilizé6 plasma con EDTA y
analisis en COBAS Ampliprep/COBAS TagMan HIV-1 Test, v2.0 (Roche Molecular
Systems, Inc.). Para la cuantificacién de linfocitos TCD4+, se utilizé sangre total

analizada por citdbmetria de flujo.

AISLAMIENTO DE LAS LEVADURAS EN PLACA DE AGAR

Las muestras se inocularon en placas de agar cromogénico para Candida (HardyChrom
Candida, HardyDiagnostics) y agar Saboudarud Dextrosa (BBL, BD Diagnostics), se
depositdé la muestra con el hisopo en una seccion de la placa de agar y dispersé
mediante la técnica de estria cruzada (Garcia & Isenberg, 2010). Se incubaron durante
48 horas a 37 grados centigrados. Las placas con desarrollo o sin desarrollo de colonias
se incubaron otras 24 horas a 25 grados centigrados. Se seleccionaron las colonias de
las placas con desarrollo positivo a las 48 y 72 horas de incubacion. Las colonias en

placa de agar se diferenciaron por sus caracteristicas morfolégicas y microscoépicas.
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Caracteristicas morfoldgicas de las colonias en placa de agar cromogénico: Se
identificaron de manera presuntiva de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas y
produccién de color. Las colonias presentan caracteristicas variables y pueden
observarse de brillante a opacas y de lisas a rugosas, con bordes regulares o
irregulares. Se distinguen por la presencia de un compuesto cromdgeno verde, violeta,
rosa o azul metalico (Baumgartner, Freydiere, & Gille, 1996; “CHROMAGAR”, s/f; Odds

& Bernaerts, 1994).

Caracteristicas morfolégicas de las colonias en placa de agar sabouraud
dextrosa: Colonia de color blanco o crema, de superficie lisa, aspecto himedo o seco.
Algunas colonias pueden presentarse con aspecto rugoso o velloso(Bonifaz Truijillo,

2012; Larone, 2011).

Caracteristicas de morfologia microscopica: Con un aplicador de madera se tomé
una porcioén de la colonia aislada en placa agar sabouraud dextrosa y se depositd sobre
una laminilla de vidrio con colorante azul lactofenol de algodén (BlueMount,
HardyDiagnostics). La mezcla se homogenizd con el aplicador de madera y se coloco
un cubreobjetos para su observacion con microscopio Optico. La identificacidon
microscoépica de las levaduras se realizé utilizando el objetivo de inmersion (100X). Las
especies de Candida se identificaron de forma presuntiva al observar células
levaduriformes, esféricas u ovaladas, con yemas (blastoconidias), de 2 a 9 micrémetros
de diametro (Kurtzman & Fell, 2000; Larone, 2011; “Mycology Online. National

Mycology Reference Centre,” n.d.).

Cultivo axénico: En cada placa de agar con desarrollo de levaduras, se eligieron las

colonias con las caracteristicas distintivas de la morfologia. Se utiliz6 el agar
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cromogénico para observar los cultivos mixtos que no se lograron identificar en las
placas de agar sabouraud dextrosa. Se seleccion6 una colonia independiente y se tomo
una porcioén con asa de inoculacion. Se realizo aislamiento por el método de estria
cruzada en placa de agar Sabouraud dextrosa con cloranfenicol (Criterion,
HardyDiagnostics) y se incubd a 37 grados centigrados durante 48 horas y 25 grados

centigrados durante 24 horas (Baron, 2002).

Mantenimiento de los cultivos: Las especies de Candida aisladas se mantuvieron en
medio de cultivo durante una semana a 4 grados centigrados. Se inocularon en medio
Sabouraud dextrosa recién preparado, en tubo con rosca para realizar las pruebas de

identificacion taxondmica y de sensibilidad a los antifungicos.

IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS ESPECIES DE CANDIDA

Se utilizo el Panel para la Identificacion Rapida de Levaduras (Siemens Diagnostics,
2014) para determinar el biotipo del organismo mediante la asimilacion de carbohidratos

y compuestos nitrogenados.

Preparacién del in6culo: Se utilizaron colonias aisladas en cultivo axénico en medio
Sabouraud dextrosa con cloranfenicol de menos de 72 horas de cultivo a 25 grados
centigrados. Se tomo una porcion de la colonia con asa de inoculacion estéril y colocé
en 3 mL de agua desionizada estéril. Cada suspension se mezclé con agitador
mecanico vortex para obtener una suspension homogénea y se estandarizo la
concentracion de levaduras a una densidad o6ptica de 600 nm (600 O.D) a una
absorbancia de 1.85, en un medidor de densidad celular (Biochrom, CO 8000). Las
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suspensiones se compararon con el patron de turbidez de levaduras (BlI015-18,

Siemens).

Inoculacion del panel: Se utilizaron paneles de 96 pocillos impregnados del sustrato.
Cada panel se rotul6 con el numero de identificacion de la muestra. Se utilizé una pipeta
automatica con puntas estériles para tomar 50 pL de suspensidn homogénea de
levaduras, los cuales se afiadieron a cada pocillo de prueba. Los paneles se incubaron

durante cuatro horas a 37 grados centigrados en incubadora de conveccion.

Lectura de los paneles: Después de cuatro horas de incubacion se agregaron dos
gotas del reactivo de peptidasa a los pocillos de las reacciones de identificacion con los
sustratos aminodcido-naftilamida. Se interpretaron positivas las reacciones que
presentaron color rosa a rojo antes de tres minutos. Para las reacciones de los sustratos
de nitrofenilo se agreg6 a los pocillos una gota de NaOH 0.05N. La aparicion de un color
amarillo o marrén antes de cinco minutos indicé una prueba positiva. La utilizacion de
sacarosa o trealosa se observdé como un cambio de color purpura a amarillo por el
cambio de pH en el pocillo. La prueba de inoxidil fosfato se interpreta positiva al
observar un precipitado de azul indigo. La escisién de la urea produce amoniaco y el

aumento de pH se observa por un cambio de color de amarillo a rojo.

Interpretacion de resultados: Cada una de las lecturas de los pocillos se capturd en
el sistema Microscan de bases de datos (Siemens), que descifra a las especies

mediante un analisis de probabilidades (“MicroScan Biotype Lookup Program?”, s/f).
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SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS

Para determinar la sensibilidad a los antifungicos anfotericina B, fluconazol, itraconazol,
voriconazol y flucitosina, se utilizé la galeria ATB Fungus 3 de Biomeriux, de acuerdo a
las recomendaciones del EUCAST (Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testing
(AFST) of the ESCMID European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST): et al., 2003) y del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012,
2016) con cepas de referencia Candida albicans ATCC® 90028, Candida parapsilosis

ATCC® 22019 y Candida krusei (Issatchenkia orientalis) ATCC® 6258.

Preparacion del in6culo: Los inéculos se prepararon a partir del cultivo axénico de las
levaduras en medio sabouraud dextrosa, para lo cual se tomé una porcion de la colonia
y se homogenizé en solucion de NaCl al 0.85%, hasta obtener una solucién equivalente

al patron 2 de McFarland (600 O.D, absorbancia de 0.451).

Inoculacion de la galeria: Con una pipeta automatica, se trasfirieron 20 uL de la
suspensién a una ampolleta con medio ATB F2 (Biomeriux). La mezcla se homogeniz6
con la pipeta para evitar la formacién de burbujas. A continuacién, se inocul6 la galeria,
distribuyendo en cada cupula 135 uyL de la suspension en medio ATB F2
(aproximadamente 3x10% UFC/ mL), al final se colocé la tapa de galeria y se incub6

durante 24 horas a 37 grados centigrados en camara humeda.

Lectura de la galeria: Se verifico el desarrollo de las levaduras en las cupulas control,
si el desarrollo se observé nulo o insuficiente, se incubaron otras 24 horas a 37 grados
centigrados en cdmara humeda. En las cupulas con desarrollo suficiente se realizé la

lectura visual de cada una utilizando un fondo obscuro y espejo magnificante con luz.
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Se registro el resultado comparando las cupulas de prueba contra las cupulas control,

de acuerdo con la tabla recomendada por el fabricante (tabla 7):

TABLA 7 Interpretacion de los pozos de la galeria ATB para
determinar la sensibilidad a los antifungicos

Desarrollo Valor
Ausencia de reduccion del desarrollo 4
Ligera reduccion de desarrollo 3
Marcada reduccion de desarrollo 2
Desarrollo muy débil 1
Ausencia de desarrollo 0

Fuente: Procedimiento 13363-D-14204 Biomeriux
ATB fungus 3

Se determinaron las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de los antifungicos,
considerando el fenédmeno de crecimiento residual (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2016; Rex, 2008), asi como la resistencia de Candida krusei, intrinseca al
fluconazol (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017). Las concentraciones
criticas utilizadas para determinar la CMI del antifingico se muestran en la tabla 8. La
interpretacion de los puntos de corte clinicos de la CMI para FCA y VOR se establecié
de acuerdo a los estandares del CLSI para las pruebas de sensibilidad a los antifingicos
en levaduras, asi como los puntos de corte epidemiolégicos (epidemiological cut-off
value- ECV por sus siglas en inglés) para 5FC, AMB e ITR, y VOR para C. glabrata.
Los estandares del CLSI no indican puntos de corte para C. lipolytica (Pfaller,

Castanheira, & Jones, 2012; Pfaller, Diekema, Turnidge, Castanheira, & Jones, 2019).
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TABLA 8 Concentraciones criticas de antifungicos (en pg/mL) recomendadas por

la CLSI/ NCCLS para Candida spp.

Especies
C. albicans C. glabrata C. kefyr C. krusei C.lipolytica C. tropicalis
Flucitosina (5FC)
ECV <1 <0.5 - <32 - <1
Anfotericina B (AMB)
ECV <2 <2 - <2 - <2
Fluconazol (FCA)
ECV <0.5 <32 <1 <64 - <2
Puntos de corte clinicos
R 28 =64 - - - 28
S <2 - - - <2
SDD 4 <32 - - - 4
Itraconazol (ITR)
ECV <0.12 <4 - <1 - <0.5
Voriconazol (VRC)
ECV <0.03 <0.25 <0.03 <1 - <0.12
Puntos de corte clinicos
R 21 - - 22 - 21
S <0.12 - - <05 - <0.12
SDD 0.25-0.5 - - 1 - 0.25-0.5

S= Sensible; R= Resistente; SDD= Dosis sensible dependiente; CMI (ug/mL) ECV (puntos de
corte epidemioldgicos en pug/mL
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RESULTADOS

Se analizaron 30 muestras de mucosa oral de nifios 20 (66.7%) y adolescentes 10

(33.3%) con VIH. Se aislaron especies de Candida en 15 sujetos de muestra (50%), 12

hombres (40%) y 18 mujeres (60%) con una media de edad de 8.6 + 5.16 afios (tabla

9). Solamente 23 sujetos (77%) estaban en tratamiento ARV, de los cuales el 100%

bajo el esquema TARAA (tablas 10y 11).

Los niveles de linfocitos TCD4+ tuvieron un valor promedio de 1614.13 Cels/mm?3y una

desviacion estandar de 1476.22 (y= 1614.13 + 1476.22), con una varianza de

2,179,231. Los valores de dispersion de los linfocitos TCD4+ fueron muy grandes

debido a que uno de los pacientes tenia niveles muy elevados de células TCD4+ (tabla

12).

TABLA 9 Caracteristicas de la muestra de nifios y
adolescentes que viven con VIH.

Datos demograficos

Sexo

Hombre

Mujer

Total

Edad (afios)

Media ()
Mediana (¥)
Desviacion estandar
Varianza

n %

12 40
18 60
30

8.7

7

55
31.25

Clasificacion de la edad de acuerdo a definicion de la OMS.

Nifio: Menor de 10 afios
Adolescente: entre 10 y 19 afos

n %
20 66.7
10 33
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TABLA 10 Nifios y adolescentes que viven con VIH bajo
tratamiento antirretroviral (TARV).

n %
Sin tratamiento 7 23.4
Con tratamiento 23 76.6

TABLA 11 Esquema Antirretroviral (TARAA) en nifios y
adolescentes con VIH.

n %

Sin tratamiento 7 23.4

Esquema 2INRT+ 1IP 11 36.6
Esquema 3INRT+ 1IP 1 3.3
Esquema 3INRT+ 2IP 1 3.3
Esquema 2INRT+ 1 INNRT 10 334

INRT= inhibidor nucledsido de retrotranscriptasa; IP= inhibidor de
proteasa; INNRT= inhibidor no nucleésido de la retrotranscriptasa

TABLA 12 Niveles de Linfocitos TCD4+ (Cels/mm3) en
nifios y adolescentes que viven con VIH.

n 30

Media () 1,614.13

Mediana (") 1,065.00

Desviacion estandar (sd) 1,476.22
Varianza 2,179,231

La cuantificacion de la carga viral tiene una media de 173,762.8 copias/mL, una
mediana de 39 y una desviacion estandar de 508,418.6 (y= 173,762.8 + 508,418.6) y
una varianza de 2.58e+11. De la misma manera que en los niveles de linfocitos TCD4+,

se observ6 una varianza muy grande de los valores por efecto de la curtosis, lo cual se
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observa de mejor manera con el valor de la mediana (}¥'=50) respecto de la media (tabla

13).

TABLA 13 Carga viral (copias/mL) en los nifios y

adolescentes que viven con VIH

n 30

Media () 152,382

Mediana (x7) 39

Desviacion estandar (sd) 503,338.86
Varianza 2.58e+11

De las 30 muestras de cavidad oral, 15 fueron positivas al desarrollo de Candida (50%),

y se aislaron 6 especies diferentes: 4 aislamientos de Candida albicans (27%), 5

aislamientos de Candida glabrata (33%), 2 de Candida kefyr (13%), 2 de Candida krusei

(13%), 1 de Candida lipolytica (7%) y 1 de Candida tropicalis (7%). Se aislaron 11

especies en nifios (73%) y 4 especies en adolescentes (27 %). El 73% se clasifico como

especies no- albicans y el 27% como especies albicans (tabla 14).

TABLA 14 Especies de Candida aisladas de la cavidad oral de
nifos y adolescentes con VIH

Casos Nifio Adolescente
n % n= 20 n=10

Nifios y adolescentes
positivos a Candida 15 50 11 4
Candida albicans 4 27 3 1
Candida glabrata 5 33 5 0
Candida kefyr 2 13 1 1
Candida krusei 2 13 1 1
Candida lipolytica 1 7 1 0
Candida tropicalis 1 7 0 1
Especie albicans 4 27 3 1
Especies no- albicans 11 73 8 3
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Se registraron 14 (47%) casos con manifestaciones clinicas asociadas al VIH, 11 (37%)
manifestaciones orales en casos con aislamientos positivos a Candida, los cuales
fueron: un caso (1%) de candidiasis eritematosa en lengua, 6 (20%) con candidiasis
pseudomembranosa, 2 (7%) casos de caries rampante y 2 (7%) con caries. Cabe
mencionar que se aislaron especies de Candida en 4 (13%) casos sin manifestacion

oral (tabla 15).

TABLA 15 Manifestaciones orales de los nifios y adolescentes

con VIH

n= 30 %
Sin manifestaciones orales 16 53
Candidiasis eritematosa en lengua 1 3
Candidiasis pseudomembranosa 6 20
Caries 4 14
Estomatitis aftosa recurrente 2 7
Absceso recurrente 1 3

Se determiné la concentracién inhibitoria para los antibiéticos y se interpretaron los
puntos de corte cinicos de (CMI) y los cortes epidemiolégicos (ECV) para cada uno de
los aislamientos. Se establecieron los patrones de sensibilidad a cinco antimicéticos
utilizando el panel ATB Fungus 3 de Biomeriux, de acuerdo al método de referencia
para levaduras M27-A3, que evalla la sensibilidad a los antifingicos por el método de
dilucion en caldo, publicado por el Clinical Laboratory Science Institute de los Estados

Unidos (CLSI por sus siglas en inglés).
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TABLA 16 Actividad antifingica en las especies de Candida aisladas de la mucosa oral de

nifos y adolescentes con VIH institucionalizados.

CMI (ug/mL)
p
n=15 | 0.125 | <0.25 0.5 <2 <4 8 16 32 <64 128
Flucitosina 0.029
C. albicans 4 3 1
C. glabrata 5 5
C. kefyr 2 2
C. krusei 2 2
C. lipolytica 1 1
C. tropicalis 1 1
Anfotericina B 0.380
C. albicans 4 1 1 2
C. glabrata 5 3 1 1
C. kefyr 2 2
C. krusei 2 2
C. lipolytica 1 1
C. tropicalis 1 1
Fluconazol 0.015
C. albicans 4 4
C. glabrata 5 1 1 3
C. kefyr 2 1 1
C. krusei 2 1 1
C. lipolytica 1 1
C. tropicalis 1 1
Itraconazol 0.322
C. albicans 4 2 2
C. glabrata 5 1 1 2
C. kefyr 2 2
C. krusei 2 2
C. lipolytica 1 1
C. tropicalis 1 1
Voriconazol 0.055
C. albicans 4 1 1 2
C. glabrata 5 3 2
C. kefyr 2 1 1
C. krusei 2 2
C. lipolytica 1 1
C. tropicalis 1 1

CMI= concentracién minima inhibitoria; 5FC= flucitosina; AMB= anfotericina B; FCA= fluconazol; ITR=
itraconazol; VOR= voriconazol; p= nivel de significancia estadistica de 0.05
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Factores asociados a los aislamientos positivos de especies de Candida

Se encontraron diferencias entre la carga viral (p= 0.048) y la concentracion de linfocitos
TCD4 (p=0.023) y los resultados del cultivo de Candida. ElI 50% de los casos se
encuentran en sujetos con carga viral promedio de 334,978.3, con una amplia
desviacion estandar de 690,942 copias/mL, esto debido a que mas del 50% de los
individuos con VIH tienen cargas virales por debajo de las 39 copias/mL, se observo
gue solo uno de los casos con CV mayor a las 200 copias/mL fue negativo al cultivo
para aislar Candida (p=0.04). En su mayoria, los cultivos resultaron negativos al
aislamiento de especies de Candida cuando la CV es menor a las 200 copias/mL.
También se observaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion
de linfocitos TCD4 vy los resultados del cultivo (p=0.023), en donde el 50% de las
especies de Candida se aislaron en muestras con concentraciones de TCD4 mayores
a 1065 Cels/uL. De la misma manera, se observé una relacion significativa entre los
aislamientos positivos y la concentracion de linfocitos TCD4 asociados a
inmunosupresion grave en nifios de 1 a 6 afos de edad (p=0.015), en donde todos los
casos con concentraciones menores de 500 Cels/uL fueron aislamientos positivos.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el resultado de los
aislamientos y los grupos de edad y el sexo.

Por otra parte, se observaron relaciones estadisticamente significativas entre las
manifestaciones por el VIH y los resultados del cultivo, en donde se determind que en
12 (40%) de los casos sin manifestaciones por el VIH fueron negativos al cultivo de
Candida (p=0.025), los 7 (23.3%) casos con manifestaciones de candidiasis oral fueron

positivos al cultivo de Candida (p=0.006), asi como los 5 (16.67%) casos de
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hepatomegalia (p=0.045). La manifestaciéon de candidiasis méas frecuente es la
pseudomembranosa con 6 casos (20%) con cultivos positivos (p=0.009).

Los estadios clinicos se clasificaron de acuerdo a los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (Panel on Antiretroviral Therapy and Medical Management of
Children Living with HIV, 2017; World Health Organization, 2016; World Health
Organization, World Health Organization, & Department of HIV/AIDS, 2010) y se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los cultivos positivos y el
estadio clinico 3 (p=0.002).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento ARV
y los aislamientos de Candida a partir de las muestras de mucosa oral (p>0.05).

En contraste, se encontré una relacion entre los casos positivos al cultivo, el indice de

masa corporal (IMC) y sus percentiles (p=0.045, p=0.001).

Factores asociados ala colonizacion de especies de Candiday candidiasis

Se establecieron diferencias entre los casos de colonizacion por Candida y la
candidiasis como manifestacion oral por el VIH.

Se observo una diferencia estadisticamente significativa entre la colonizacion y la edad
de los pacientes (p=0.005), los cuales presentan candidiasis en edad promedio de 10.8
+8.5 afios y los casos con candidiasis presentan un patrén de distribucién normal
(p50=7.5 afos) para la edad de 7.5 = 3.1 afios. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los nifios y los adolescentes.

También se observaron diferencias entre el sexo de los sujetos y los casos de

candidiasis y colonizacion (p=0.007), en donde la totalidad de los hombres presentaron
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colonizacion por Candida sin la manifestacion oral (40%) y las mujeres presentan en su

mayoria candidiasis (46.6%).

TABLA 17 Caracteristicas demograficas, marcadores paraclinicos, estado inmunoldgico y
tratamiento antirretroviral de una muestra de nifios y adolescentes mexicanos VIH+ respecto
del cultivo positivo de Candida oral.

Total Cultivo de Candida p OR
n=30 Negativo n=15 Positivo n=15 (IC 95%)
B (%) (%) p<0.05
Masculino n=12 6 6
. (20) (20)
eenero Femenino n=18 9 9 "
(30) (30)
Promedio de edad; +
(afios) 8,7+55 8,8+6,1 86+51 ns
Nifios 20 9 11
Grupo de edad (360) (347) ns
’ Adolescentes 10 (20) (13)
Indice de Masa Corporal; 17,13+ 2,76 17,76+ 3 16,50 + 2,44 0.04
(Kg/m?)

. . 0.95
Percentil del IMC; £ 41,06 £ 25,15 53,2 + 27,77 28,93+ 14,95 0.001 (0.90- 0.98)
Promedio de carga viral; + 173762,8 12547,33 334978,3 0.04
(copias de RNA-VIH-1/ml) +508418,6 + 48454,25 + 690942 )

<200 copias/mL (3% (:‘L:;) (390)
Grupo de carga viral 7 1 6 ns
>200 copias/mL
P (23) @3) (20)
Conteo de linfocitos TCD4+; + 1614,13 2008,93 1219,33 0.02
(cels/ml) + 1476,2 +1545,52 +1338,45 )
< 6 afios edad
) - 5 5 4,23
(Linfocitos TCD4+ 0 0.01 ;
Estado de <500 cels/pL) (42) (42) (1,29- +Inf)
inmunosupresion
avanzada >6 afios edad, 1 1
(Linfocitos TCD4+ (5.6) (5.6) 0 ns
200- 349 cels/pL) ' '
. -~ 18 12 6
Estadio clinico 1 (60) (40) (20) ns
L L 4 3
Estadio clinico Estadio clinico 2 (13) (10) 1(3) ns
L 8 8 19,72
Estadio clinico 3 @27) 0 @7) 0.002 (2,58- +inf)
11 7 4
2INRT+ 1IP (36) 23) (13) ns
10 2 8
Esquema ARV 2INRT+ 1 INNRT 0.05
a (34) %) @
. . 7 5
Sin tratamiento ns
(24) 17 @
. - o 3,56 3,06 4,06
Tiempo de terapia; + (afios) +2.66 +257 +273 ns

p= nivel de significancia estadistica de 0.05; OR= raz6n de posibilidades; IC= intervalo de confianza; %=
frecuencia relativa; += desviacion estandar; ns= no significativo; ARV= antirretrovirales; INRT= inhibidor
no nucledsido de retrotranscriptasa; IP= inhibidor de proteasa; INNRT= inhibidor no nucleésido de la

retrotranscriptasa.
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Es importante sefalar que se determiné la diferencia entre los niveles de linfocitos
TCD4 entre hombres y mujeres, en donde se encontré diferencias estadisticamente
significativas (p=0.007), las mujeres presentan una amplia dispersion de los linfocitos
TCD4 (1,788.5 £1,592.5) con una mediana de 1,065 Cels/ yL y los hombres presentan
valores de linfocitos mas cercanos a la media, con dos casos por arriba de la tercera
desviacion estandar (1,352.5 £1,304.4) y una mediana de 921.5 Cels/pL. No obstante
gue en los hombres es mas prevalente la colonizacion y en las mujeres la candidiasis
no se establece una relacion del sexo con la concentracion de linfocitos asociados a
inmunosupresion (p>0.4), lo que podria implicar que la candidiasis no esta asociada a
los niveles de linfocitos TCD4 en hombres y mujeres.

Se destacan las diferencias entre la carga viral y la manifestacion oral (p=0.004), con
el 53% de casos de colonizacién en CV menores a 200 copias/mL (p=0.001) y el total
de casos de candidiasis (40%) en CV mayores a las 200 copias/mL.

Se observo que el 40% de los casos con estadio clinico 3 presentaron colonizacion por
especies de Candida (p=0.041), contrario a lo que se esperaba, ya que la manifestacion
por candidiasis oral es un criterio para la estadificacion clinica en la categoria 3 y por
tal motivo podriamos esperar mas casos de candidiasis que de colonizacién
(Organizacion Mundial de la Salud & Organizacion Panamericana de la Salud, 2009a).
Se determinaron diferencias significativas entre los esquemas antirretrovirales y la
colonizacion por Candida (p=0.014), en especial con el esquema que incluye al inhibidor
no nucledsido de la transcriptasa reversa 2NRTI +1NNRTI (p=0.041), por otra parte no
se encontraron diferencias entre el tiempo de terapia ARV y la colonizacion por especies

de Candida.
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TABLA 18 Caracteristicas demograficas, paraclinicas, estado inmunolégico y terapia
antirretroviral de un grupo de nifios y adolescentes mexicanos VIH+ con cultivo oral positivo de
Candida spp. respecto de la manifestacion clinica de candidiasis.

Todos Colonizacion Candidiasis (ICOQE%)
= = 0, = 0,
n=15 n=8 (53%) n=7 (47%) 0<0.05
. 6 6
Masculino 0
. (40) (40)
Género 0.007
. 9 2 7 17,27
Femenino (60) (13) (47) (1,81 +Inf)
Promedio de edad; £ 8,8 75 10.28 0.005 1,07
(afios) +6,2 +3,1 +8,5 ) (0.41-0.90)
Nifios 1 7 4
Grupo de edad (743) (416) (237)
Adolescentes ns -
(27) @ (20)
Promedio de carga viral; + 334978,3 29,5 717777 0.004 .
(copias rna-VIH-1/mL) + 690942 +10.15 + 890724,6 )
<200 copias/mL (690) (583) (% 0.001
Infeccion por el VIH 6 6 29 14
>200 copias/mL 0 0.001 '
(40) (40) (2,92- +Inf)
Promedio de Linfocitos TCD4+; + 1219,33 1752,37 610.14 0.002
(cels/pl) +1338,4 +1634,8 +500.2 )
indice de Masa
16,50 15,5 17,65
Corporal . ' . 0.005
Caracteristicas Kg/m?; + :244 +165 £2,79
antropométricas Percentil del IMC, 28,93 27,62 30.42 0.005
media; £ +14,9 +17,4 +12,7 )
. 6 6
Estadio clinico 1 (40) (40) 0 0.007
. - . - 1 1 1,14
Estadio clinico Estadio clinico 2 ) 0 ) ns (0.02- +Inf)
L 8 6 2
Estadio clinico 3 (53) (40) (13)
. 13 6 7
Tratamiento ARV @87) (40) (47) 0.014
. . 2 2
Sin tratamiento (13) (13) 0 ns
4 4
2INRT+ 1IP 0 0.077
Esquema ARV (217) @7) 1 114
3INRT+ 2IP @ 0 @ (0.02- +Infy
8 2 6
2INRT+ 1 INNRT (53) (13) (40) 0.041
~ 3 3 5,81
<3 afios (20) 0 (20) 0.077 (0.53- +Inf)
Tiempo de terapia ~ 8 7 1
(afios) 3 - 10 afios (53) 47) ©) 0.010
~ 4 1 3
> 10 afios ns
(27) (6) (20)

p= nivel de significancia estadistica de 0.05; OR= razén de posibilidades; IC= intervalo de confianza; +=
desviacién estandar; ns= no significativo; +Inf= calculo de OR a una cola; ARV= antirretrovirales; INRT=
inhibidor nucledsido de retrotranscriptasa; IP= inhibidor de proteasa; INNRT= inhibidor no nucleésido
de la retrotranscriptasa; TARAA= tratamiento antirretroviral altamente activo.

61



Para establecer si el peso de los sujetos de estudio difiere entre los casos de candidiasis
y colonizacion se realizé la prueba exacta de Fisher del indice de masa corporal (IMC)
y de su interpretacion en percentiles en nifios y adolescentes, de acuerdo al CDC
(Centro para el Control de y Prevencién de las Enfermedades, 2015). Se observo que
el IMC entre ambos casos presenta diferencias estadisticamente significativas

(p=0.005).

TABLA 19 Regresion logistica de las manifestaciones orales por el VIH y la candidiasis
pseudomembranosa en nifios y adolescentes con VIH.

Factor de exposicion Manifestaciones orales Candidiasis
P (n=14) pseudomembranosa (n=3)
OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
~ 0.59 0.08 0.016
Edad de esquema TARAA 3-10 afios (0.10- 3,08) 0.715 (0.00- 0.67)
. . 10.36 85,12
Falla virolégica >200 copias/mL (0.99- 550.97) 0.050 (9,10~ +Inf) 0.000
Linfocitos TCD4+ asociados a 4.23 288
inmunosupresion grave 1- 6 afios de edad, 1 29’ + 0.015 0 85’ +Inf 0.090
<500 cels/pL (1,29- +Inf) (0.85- +Inf)
Linfocitos TCD4+ asociados a 111 2197
inmunosupresion avanzada > 6 afios edad, 0 6 08 1,000 2 08’ HInf 0.009
200- 349 cels/uL (0-6,98) (2,08- +Inf)
0.14 0.16
Esquema 2INRT+ 1IP (0.01- 0.94) 0.042 (0.0- 1,29) 0.091
23,56 30.87
Esquema 2INRT+ 1 INNRT (2,35-1259,19) 0.002 (3,73 +Inf) 0.001
Tiempo de terapia 1,51 1,18
(afios) (1,09- 2,22) 0.009 (0.82- 1,75) 0.388
. 10.35 9,70
Hepatomegalia (1,25- +Inf) 0.028 (0.79- 164,91) 0.082

p= nivel de significancia estadistica de 0.05; OR= razén de posibilidades; IC= intervalo de confianza;
+Inf= calculo de OR a una cola; ARV= antirretrovirales; INRT= inhibidor nucledsido de retrotranscriptasa;
IP=inhibidor de proteasa; INNRT= inhibidor no nucledsido de la retrotranscriptasa; TARAA= tratamiento
antirretroviral altamente activo.
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No se determinaron diferencias entre las especies de Candida colonizantes y las
presentes en la candidiasis oral (p>0.569), asi como en la presencia de especies
multiples durante los aislamientos (p= 0.058)

También se calculd la independencia de la resistencia a los antifungicos en ambos
casos, en donde se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
resistencia a anfotericina B (p=0.007) entre las especies colonizantes (53.3%) y las
infectantes (13.3%).

Se realizé un andlisis de regresion logistica exacta para calcular la asociacién entre los
factores que influyen en la presencia de especies de Candida, las manifestaciones y

los estadios clinicos de la infeccion por VIH (tablas 19 y 20).

TABLA 20 Regresion multiple de las manifestaciones orales asociadas a la
infeccién por VIH y candidiasis oral en una muestra de nifios y adolescentes
mexicanos con VIH.

MANIFESTACIONES ORALES

RELACIONADAS A INFECCION POR VIH OR p
(n=14) (IC 95%)
22,02
Esquema ARV (2,83- +Inf) 0.001
Tiempo de terapia 2,04
(afios) (1,17- 4,93) 0.005
88,94
Esquema INRT+ 1 INNRT (3,86- +Inf) 0.000
Tiempo de terapia 11,76
(afios) (2,70- +Inf) 0.000
CANDIDIASIS ORAL (n=7)
Esquema ARV 2,60 0.020
q (1,12- 10.96) '
Tiempo de terapia 1,59
(afios) (1,02- 2,65) 0.038

p= nivel de significancia estadistica de 0.05; OR= razén de posibilidades; IC= intervalo
de confianza; +Inf= calculo de OR a una cola; ARV= antirretrovirales; INRT= inhibidor
nucleésido de retrotranscriptasa; INNRT= inhibidor no nucleésido de Ila
retrotranscriptasa.
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Se observé una diferencia estadisticamente significativa para el estadio clinico 1 de
acuerdo a la OMS, sin embargo la OR es menor de 1, lo que se puede interpretar como
un factor protector para la colonizacion por Candida a diferencia de los otros estadios.
Ademas, se observé una relacion significativa en los esquemas ARV recomendados
nifios de 3 a 10 afios, de acuerdo a las guias de tratamiento (3TC / AZT+ LPV/r, ABC+
LPVIr+ 3TC | AZT, EFV + 3TC / AZT) con un efecto protector para la colonizacion en

este grupo.

Patrones de susceptibilidad a antifangicos de las especies aisladas

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la susceptibilidad a 5-
fluositosina de las especies de Candida aisladas de la mucosa oral (tabla 21), en donde
la mayoria presenta sensibilidad al antifungico (p=0.029).

Itraconazol presenta diferencias significativas asociadas a la especie de levadura
(p=0.017), al esquema ARV (p=0.033) y al tiempo de terapia (p=0.05).

Las 5 especies sensibles a AMB (33%) se aislaron de sujetos con candidiasis oral y las
8 especies resistentes (53%) fueron colonizantes (p=0.007), el 40% (6) de las especies
resistentes se aislaron de sujetos en estadio clinico 1 (p=0.049). Se observaron
diferencias en la CMI de 5FC (p=0.029) y FCA (p=0.015) entre las diferentes especies
de Candida (Tabla 16). Las especies de no-albicans presentaron CMI de FCA <64
pug/mL, a diferencia de las C. albicans, resistentes a FCA con CMI de 128 ug/mL
(p=0.001).

Se observo que las especies aisladas de sujetos con mayor tiempo en terapia ARV se
inhiben con concentraciones de VOR 20.25 pg/mL (p=0.012), al aumentar el tiempo de

terapia ARV, empiezan a aparecer especies de Candida resistentes a VOR.
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La unica especie SDD es albicans. Todas las especies albicans muestran CMI's
mayores a los 0.5 pg/mL y son SDD o resistentes al voriconazol. Por otra parte, se
determiné que todas las especies aisladas (13%) de sujetos sin tratamiento ARV tienen
una CMI de 0.125 ug/mL (p=0.012), de igual manera todas las especies C. albicans
mostraron CMI mayores a los 0.5 pg/mL y fueron sensibles dependientes de la dosis
(SDD) o resistentes a VOR (p=0.007). Los dos casos con aislamientos de Candida no-
albicans sin tratamiento ARV fueron sensibles a bajas concentraciones de VOR (0.125
pg/mL).

En el caso de la respuesta a los esquemas TARAA, se observéd que 47% (7) de las
especies resistentes a ITR se aislaron en sujetos con terapia que incluyé un INNRT
(p=0.041).

Se apreci6 una diferencia entre las especies de albicans y no albicans en la CMI de
fluconazol. Las especies no albicans muestran CMI’s menores o iguales a 64 pg/mL.
La totalidad de los aislamientos de especies albicans son resistentes con CMI's de 128
Mg/mL. La correlacion entre las especies de albicans y no albicans y la CMI es alta, de

0.87, con una significancia de p=0.001.
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Tabla 21 Patrones de susceptibilidad a los antifingicos de las especies de Candida aisladas
de la mucosa oral y factores asociados a la sensibilidad y resistencia.

5FC AMB FCA ITR VOR
ESPECIE n=15 R S R S R S SDD R S R S SDD
(n%) | 4(27) 11(73) | 10(67) 5(33) 12(80) 1(7) 2(13) 9(60) 6(40) 7(47) 7(47) 1(6)
C. albicans 4(27) 1 3 3 1 4 0 0 4 0 3 0 1
C. glabrata 5(33) 0 5 2 3 3 0 2 4 1 2 3 0
C. kefyr 2(13) 0 2 2 0 2 0 0 0 2 1 1 0
C. krusei 2(13) 2 0 2 0 2 0 0 0 2 0 2 0
C. lipolytica 1(7) 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0
C. tropicalis 1(7) 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0
p 0,029 0,474 0,285 0,017 0,319
INFECCION
Colonizante 8(53) 2 6 8 0 7 1 0 4 4 4 4 0
Candidiasis 7(47) 2 5 2 5 5 0 2 5 2 3 3 1
p 1,0 0,007 0,323 0,608 1,0
ESTADIO CLINICO
Estadio clinico 1 6(40) 2 4 6 0 5 1 0 2 4 2 4 0
Estadio clinico 2 1(7) 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0
Estadio clinico 3 8(53) 2 6 4 4 7 0 1 7 1 5 2 1
p 1,0 0,049 0,159 0,052 0,326
ESQUEMA ARV
2INRT+ 1IP 4(27) 1 3 4 0 4 0 0 2 2 2 2 0
3INRT+ 1IP 0(0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3INRT+ 2IP 1(7) 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0
2INRT+ 1 INNRT 8(53) 2 6 4 4 7 0 1 7 1 5 2 1
Sin tratamiento 2(13) 1 1 2 0 1 1 0 0 2 0 2 0
p 1,0 0,138 0,112 0,033 0,460

5FC-= flucitosina; AMB= anfotericina B; FCA= fluconazol; ITR= itraconazol; VOR= voriconazol; S=
sensible; R= resistente; SDD= sensible dependiente de la dosis; p= nivel de significancia estadistica
de 0,05; ARV= antirretrovirales; INRT= inhibidor nucleésido de retrotranscriptasa; INNRT= inhibidor no
nucledsido de la retrotranscriptasa.
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DISCUSION

La aparicion de infecciones ocasionadas por Candida albicans se ha convertido en un
problema emergente relacionado a el desarrollo de enfermedades que comprometen el
sistema inmune, por otra parte, el aumento en la incidencia de especies no- albicans es
significativo en relacion con la resistencia a los antifingicos (Gaitan-Cepeda et al.,
2014; Silva et al., 2012; Spampinato & Leonardi, 2013).

Esta poblacion pediatrica institucionalizada representa una muestra homogénea por su
alta adherencia a los tratamientos, llevar una dieta similar y tener vigilancia clinica, que
en su condicion de vulnerabilidad tienen una atencion orientada a controlar la infeccion.
Por otra parte, nos proporciona informacion del comportamiento de la enfermedad en
la comunidad y fuera del ambiente hospitalario (Blignaut, 2007). Las especies mas
prevalentes fueron C. glabrata (33%), sucedida por C. albicans (27%), sin tener una
relacion con la colonizacion, la candidiasis o con las caracteristicas clinicas (Cerqueira
et al., 2010).

Para observar si existe una seleccion de cepas de Candida resistentes en los nifios y
adolescentes con VIH, se aislaron especies de muestras de la cavidad oral con
manifestaciones clinicas de la infeccidén o sin ellas (Mane et al., 2012; Redding et al.,
2000; Silva et al., 2011; Thompson et al., 2010). Las especies aisladas en personas que
no manifiestan signos y sintomas de la infeccion se consideran parte de la microbiota
habitual, pero con potencial patbgeno cuando el sistema inmune se encuentra
comprometido (Nagar et al., 2013).

A pesar de que la mayoria de las especies se aislaron de adolescentes con VIH, no se
establecio una relacion significativa entre los grupos de edad y la presencia de Candida

0 su relacion con alguna especie en particular. No se tiene evidencia suficiente para
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establecer la asociacién entre la edad y la presencia de las diferentes especies de
Candida en la cavidad oral. La edad del hospedero tiene una relacién directa con la
fisiologia de la cavidad oral, de manera especifica con el desarrollo del sistema inmune
y la presencia de linfocitos TCD4+ en las mucosas, la secrecion de enzimas salivales,
la regulacion del pH y la produccion de saliva (Alves et al., 2014; National Guideline
Clearinghouse (NGC), s/f). De la misma manera, tiene una relacion con los mecanismos
de regulacion fisioldgicos que tienen efecto en la farmacocinética y la farmacodinamia
de los antifungicos y en la farmacodinamia de los antirretrovirales que pueden modificar
el ambiente de la cavidad oral (L’homme et al., 2007).

Todos los hombres de esta poblacion tuvieron especies colonizantes (p=0,007), la
probabilidad de tener un caso de candidiasis fue mas alta en las mujeres (OR=17,27,
IC 95%=1,81- +Inf). No obstante que la colonizacién es mas prevalente en los hombres
y la candidiasis en las mujeres, no se establecid una relacion del sexo con la
concentracion de linfocitos asociados a inmunosupresion (p>0,4), lo que podria implicar
gue la candidiasis no estuvo asociada a los niveles de linfocitos TCD4+ en hombres y
mujeres, por tal motivo el sexo podria ser una variable confusora a estudiar. Por otra
parte, se observé una asociacion entre los aislamientos y los valores del IMC por debajo
de la media (p<0,045), sin tener relacion con la edad o bajo peso, lo cual podria estar
vinculado a la madurez del sistema inmune o con los factores fisiologicos que influyen
en la farmacocinética de los ARV (Foissac et al., 2011).

Todos los casos del estadio 3 resultaron positivos al cultivo de Candida (OR=19,72 IC
95%=2,58- +inf). El 40% de las especies colonizantes se aislaron de casos en estadio
clinico 3 (p=0,041), opuesto a lo que se esperaba, ya que la manifestacion por

candidiasis oral es un criterio para la estadificacion clinica en la categoria 3 y por tal
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motivo podriamos esperar mas casos de candidiasis que de colonizacién(Organizacion
Mundial de la Salud & Organizacion Panamericana de la Salud, 2009b).

Se encontré que las manifestaciones clinicas, caracteristicas del VIH no estaban
relacionadas con la edad de los sujetos de muestra. Sin embargo, se presentan menos
en personas con supresion viral 6ptima.

No se conté con la evidencia para establecer la asociacion entre la presencia de
Candida y el tiempo de tratamiento con antirretrovirales, aunque se observd una
tendencia entre la aparicion de especies de C. albicans y C. krusei y el tiempo con
terapia ARV. Por consiguiente, podemos sospechar que la ausencia de ciertas especies
esta relacionada con el tiempo en que la persona ha permanecido bajo un esquema de
control de su carga viral. La ausencia de especies tiene relacion con el tiempo de
tratamiento antirretroviral bajo el esquema TARAA, lo cual puede ser consecuencia de
la disminucion de la carga viral y el aumento de los niveles de linfocitos TCD4+.

Los inhibidores de proteasa que integran algunos esquemas TARAA pueden tener
influencia en la presencia Candida o la seleccién de especies, debido a la inhibicion con
las aspartil proteasas que se utilizan en los mecanismos de adhesion de la levadura
(dos Santos, 2010; Migliorati, Birman, & Cury, 2004; Maristela B Portela et al., 2010;
Taborda, Zapata-Builes, Montoya, & Rugeles, 2012), sin embargo no se encontrd
evidencia que demostrara que la terapia TARAA con IP influyera en la ausencia o la

presencia de Candida en la cavidad oral.

Se encontro una relacion entre las manifestaciones clinicas y la carga viral persistente
gue determina la supresion viral 6ptima, observandose que las manifestaciones estan

ausentes en individuos con menor carga viral. Por otra parte, las manifestaciones
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clinicas no tienen relacion con la especie de Candida en particular, pero si con las
especies no- albicans. Se encontré un menor nimero de especies no- albicans en los

pacientes con manifestaciones clinicas.

Las lesiones orales son Utiles como indicador de la progresion de la infeccion por VIH
en los servicios de salud que carecen de pruebas para el seguimiento del estado
inmunolégico de los pacientes (Yengopal, Bhayat, & Coogan, 2011), en este estudio se
observé que las manifestaciones orales fueron mas frecuentes en casos con falla
virolégica (p=0,031), en particular la candidiasis pseudomembranosa (p=0,009). De
manera similar a otros estudios que miden el efecto de la TARAA, se determin6 un
aumento de los casos de las manifestaciones orales cuando la concentracién de TCD4+
disminuye y la CV aumenta por arriba de las 200 copias/mL (Cerqueira et al., 2010;
Yengopal et al., 2011). No se observo diferencia en la colonizacién, manifestaciones
orales o especies de Candida entre los sujetos con TARAA o sin ella, sin embargo el
57% de los casos con colonizacion tenian 3 afios 0 menos con terapia ARV y se
encontraban bajo un esquema TARAA de primera linea o eran naive (p=0,014).

Contrario a lo reportado por otros autores que sugieren un incremento de los casos de
caries debido a la actividad cariogénica de los medicamentos ARV y a la xerostomia
(Oliveira etal.,, 2015), la prevalencia de caries fue baja y sin relacion con la
concentracion de linfocitos TCD4+ (p=0,22), CV (p=0,9), terapia ARV (p=0,548) o
candidiasis oral (p=0,07). El tiempo de terapia es un factor que influye en las
manifestaciones orales de sujetos con TARAA, en especifico cuando el esquema
incluye a un INNRT (Nittayananta et al., 2010; Pomarico et al., 2015). En los resultados

de este estudio se observa una alta posibilidad de tener manifestaciones orales en
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esquemas de primera linea con INNRT (OR=23,56; IC 95%=2,35-1259,19), aunque en
tratamientos de primera linea con IP se observo un efecto protector (OR=0,14; IC 95%=
0,01- 0,94) (Cerqueira et al., 2010). Las manifestaciones orales se podrian utilizar como
un indicador de falla terapéutica de los farmacos de primera linea con INNRT.

Se determind un patrén de resistencia a FCA e ITR para C. albicans, y un patron de
sensibilidad a la FCA para C. glabrata. En este estudio se encontro resistencia a FCA
en todos los aislamientos de C. albicans (80%) con CMI 2128 ug/mL (p=0,001), a
diferencia de otros estudios en poblaciones mexicanas, en donde Clark-Ordofiez y cols
(Clark-Ordoéiiez, Callejas-Negrete, Aréchiga-Carvajal, & Mourifio-Pérez, 2017) encontré
especies resistentes a FCA entre el 0,8% y 3,1% y Sanchez-Vargas y cols (Sanchez-
Vargas et al., 2005) en el 2,2% de los aislamientos de C. albicans. Se determiné que
las especies no-albicans tienen CMI de FCA <64 pg/mL. Por otra parte, Sanchez-
Vargas no reporta resistencia a AMB en especies colonizantes y Clark-Ordéfiez solo en
el 6% de los aislamientos. Este estudio evidencio la resistencia a AMB en la totalidad
de especies colonizantes aisladas de la mucosa oral (53%).

Cabe mencionar que no se considero la historia del tratamiento con antifingicos para
medir el efecto de la exposicién que puede originar una reduccién en la sensibilidad a
los antifiingicos (de Paula et al., 2015; Delgado et al., 2009). De igual forma, la nistatina
no se incluyo en el estudio ya que los métodos estandarizados para la evaluacion de la
resistencia a los antifingicos no la incluyen como parte de los protocolos de prueba
(Ghannoum & Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012), por lo cual seria
importante estudiar los patrones de resistencia en los sujetos de prueba con la finalidad
de observar la presencia de cepas resistentes, debido a que nistatina es uno de los

antifungicos recomendados en el tratamiento de las micosis de la mucosa oral y vaginal.
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La terapia con ARV no influy6 en la presencia de especies en la mucosa oral, pero si
en la colonizacion o en la candidiasis cuando se encontraban bajo un esquema TARAA
con INNRT, de igual manera se identificaron especies resistentes a ITR (46%) en
aislamientos del esquema con INNRT (p=0,041). Jaruratanasirikul y Sriwiriyajan en el
2007, demostraron que la nevirapina en estos esquemas de tratamiento funciona como
inductor de la enzima citocromo P450, que acelera el metabolismo del ITR y disminuye
su concentracion plasmética, por lo cual recomiendan realizar ajuste de dosis cuando
se administran al mismo tiempo (Jaruratanasirikul & Sriwiriyajan, 2007). Es importante
considerar las interacciones farmacoldgicas, las reacciones adversas (xerostomia) y la
farmacocinética de los medicamentos que se administren en conjunto con los ARV,

debido a que el efecto se puede potenciar o reducir.
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CONCLUSIONES

En esta muestra de estudio se observé que la presencia de las diferentes especies de
Candida es independiente de la edad, sexo, esquema de terapia antirretroviral, estado
inmunolégico o la supresion viral, por tal motivo representan un riesgo para los
pacientes con estado inmunoldgico comprometido, ademas del riesgo de infeccidon

comunitaria y la sucesion de especies resistentes a los antifingicos.

Es importante realizar estudios de la farmacocinética y la farmacodinamia de los
antifangicos en los nifios y adolescentes con VIH, debido a los factores fisiologicos del
hospedero que influyen en seleccidn de cepas resistentes a los antifUngicos, de manera
especial en los antimicrobianos que son dependientes de la dosis y con mayor

posibilidad de originar cepas resistentes.

Ademas, es necesario tener protocolos estandarizados para el aislamiento y la
identificacion de especies que representen un riesgo de infeccién y aumenten los casos
de morbi-mortalidad por un mal diagndéstico. La correcta identificacion y el conocimiento
de los patrones de sensibilidad a los antifingicos permitiran proponer recomendaciones

profilacticas o terapéuticas que disminuyan la mortalidad en los pacientes susceptibles.
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