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1) RESUMEN

Introduccion: Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad cronica altamente
prevalente que debe ser cuidadosamente controlada para evitar complicaciones
asociadas a su descompensacion, que se establece cuando los afectados
presentan valores de Hemoglobina glicosilada (HbAlc) mayores a 7%. Este
fendmeno se asocia con alteraciones salivales, como la acidificacion del pH, lo que
podria afectar el crecimiento y diferenciacion de levaduras del género Candida con
la consecuente aparicion de manifestaciones clinicas asociadas (candidiasis). Es
importante determinar nimero y especies de levaduras presentes en saliva de

pacientes diabéticos para mejorar el enfoque terapéutico.

Materiales y Métodos: Se recogieron muestras de saliva no estimulada de 52
pacientes con DM2 pertenecientes a la Asociacién de diabéticos de Chile, a las que
se les midié pH salival y se cultivaron en placas de Agar Sabouraud, realizando el
recuento de colonias en UFC/ml. Posteriormente se identificaron las especies en
forma presuntiva en CHROMAgar Candida confirmandose mediante PCR con
partidores especificos para Candida sp. a 2 6 4 representantes de cada especie
presuntiva. En el caso de las especies no identificadas, se utilizé la galeria API 1D
32C® para su determinacion. Se utilizé el test de Spearman para correlacionar las
variables HbAlc, pH salival y cantidad de UFC/ml y la prueba de Chi cuadrado
para comparar valores entre pacientes compensados y no compensados. Se

consideraron estadisticamente significativos valores de p < 0,05.

Resultados: ElI 50 % de los pacientes estaban descompensados. El pH salival
promedio fue de 7,54 (S=0,46). El 75% de los pacientes fueron portadores de
levaduras, de cuyo total, el 66% fue Candida albicans, el 44% Candida no Candida
albicans, el 0,05% Rhodotorula. El 0,35% no fue identificado. En pacientes con

DM2 descompensada, se observo asociacion inversa entre valores de HbAlc y pH
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salival. A mayor acidificacion salival se observd mayor diversidad, cantidad de

levaduras del género Candida y mayor recuento de Candida glabrata. "

Conclusion: La descompensacion metabodlica en pacientes con DM2 puede
resultar en acidificacion del pH salival afectando la cuantificacion y la diversidad
de levaduras presentes en boca lo que debiese ser considerado al momento de

establecer un enfoque terapéutico.



2) MARCO TEORICO:

Diabetes Mellitus.

Diabetes Mellitus (DM) corresponde a un grupo de enfermedades metabdlicas
crénicas causadas por defectos en la secrecion y/o accion de la insulina en los
distintos dérganos del cuerpo, cuya principal caracteristica es la hiperglicemia
producto de fallas en la secrecion de insulina o en su capacidad de cumplir su rol
hipoglicemiante. Este aumento plasmatico de los niveles de glucosa, al ser
sostenido en el tiempo, se asocia con dafio en distintos 6rganos y sistemas, tales
como microangiopatia, neuropatia periférica, insuficiencia renal crénica, ceguera,
muerte prematura, etc. (Arteaga y cols., 1997; American Diabetes Association, junio
2014).

Clasificacion de la Diabetes Mellitus.

De acuerdo a la American Diabetes Association se clasifica a la DM en:

- DM tipo 1 (DM1): Insulino dependiente, corresponde aproximadamente al

8% de la poblacion diabética. Suele debutar en la nifiez o adolescencia. Es causada
por un ataque autoinmunitario a las células beta pancreaticas, lo que produce la
ausencia de produccion de insulina. (Minsal 2013 [b]). El tratamiento consiste en la

administracion de insulina subcutanea acompafada de dieta y ejercicio.

- DM tipo 2 (DM2): No insulino dependiente. Causada principalmente por

estilos de vida poco saludables, corresponde al 90% poblacién diabética. Suele
diagnosticarse a mediana edad o adultez tardia (Chavez y cols., 2001). Se produce
por combinacion entre la resistencia a la accion de la insulina y una respuesta
secretoria pancreatica compensatoria inadecuada. (Minsal 2013 [b]). El tratamiento

es farmacoldgico acompafnado de cambios en el estilo de vida del paciente.



- Diabetes gestacional (DG): Se define como la resistencia a la insulina que

se reconoce por primera vez durante el segundo o tercer trimestre de embarazo,
debido a los efectos celulares producidos por las hormonas placentarias,
especialmente el lactégeno placentario y el cortisol libre que, junto al aumento de
estrogenos y progesterona, afectan el metabolismo de los carbohidratos (Guzman
y Madrigal, 2003). Se ha postulado como una variante de DM tipo 2 (National
Diabetes Data Group. 1974). En nuestro pais se estima una prevalencia entre 3 y
5% en embarazadas sanas, aumentando a un 10-14% en aquellas con factores de
riesgo de DM (Minsal, 2008). La ocurrencia de esta patologia es factor de riesgo
para volver a desarrollarle en futuros embarazos y/o de desarrollar DM tanto por el
infante como por la madre, sin embargo, tras el embarazo sélo entre un 5y 10% de
estas mujeres son diagnosticadas con DM, usualmente del tipo 2 (American
Diabetes Association, 2014).

- Otros _tipos _especificos _de diabetes: son de clasificacion imprecisa o

secundaria a otras patologias o al tratamiento de éstas. Ejemplos de estos son:
defectos genéticos en la funcion de células B, defectos genéticos en la accion de la
insulina, enfermedades del pancreas exocrino y aquellas inducidas por drogas o
farmacos (tratamiento del VIH/SIDA y trasplantes) (National Diabetes Data Group,
2011)

Epidemiologia de la Diabetes Mellitus.

La DM es un problema de salud publica global. En el afio 2000 se calculaba que
171 millones de personas la padecian a nivel mundial y se espera que para el afio
2020 esta cifra aumente a 366 millones, pudiendo esto ser atribuido al cambio de
estilo de vida de la poblacién y a la mayor prevalencia de obesidad e inactividad
fisica. Dos tercios de esta cifra corresponde a paises en vias de desarrollo como

ocurre en Africa, Asia y Latinoamérica (Wild y cols., 2004).
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En Chile la DM es un problema relevante: La Encuesta Nacional de Salud (ENS) del
afo 2003 sefiala que un 9,4% de la poblacion padecia esta enfermedad, de la cual
s6lo un 50,05% esta en tratamiento médico (Minsal 2009-2010 [a]). Sin embargo,
segun la Asociacion de Diabéticos de Chile (ADICH), sélo el 17,6% se encuentra

controlado (Solis y cols., 2008).

A nivel mundial, DM2 es la quinta enfermedad cronica mas prevalente y la sexta
causa de mortalidad en los adultos mayores. Afecta al 9% de los mayores de 65
afos, cifra que ha aumentado en un 30 a 40% en los ultimos 20 afios (Chavez y
cols., 2001). En Chile la tasa de mortalidad alcanzé el 17,1 por cien mil habitantes
el afio 2003. La prevalencia de esta enfermedad metabdlica en nuestro pais se
estima entre 4,2% y 7,5% segun las encuestas realizadas a nivel nacional los

anos 2003 y 2006, por el Ministerio de Salud y la ADICH, respectivamente.
(Minsal, 2010 [b]).
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Figura 1. Mortalidad por Diabetes mellitus, ajustada por edad. Chile 1990-2003 y
proyeccién 2004-2010.Fuente: Guia Clinica Diabetes tipo 2. Minsal, 2010.

Un buen control metabolico de la DM consiste en mantener niveles de
hemoglobina glicosilada (HbA1c) menores a 7%, lo que, en Chile solo se cumple
en un 36% de la poblacion diabética en tratamiento, sin encontrarse diferencias
significativas segun sexo (Minsal, 2013).



Diagnostico de Diabetes Mellitus.

En su publicacion “Standards of Medical Care in Diabetes” del afio 2012 de la
American Diabetes Association, se indica que para la confirmacion del diagndstico

de diabetes, debe presentarse al menos uno de los siguientes cuatro criterios:

o Hemoglobina glicosilada mayor o igual a 6,5%, realizado en un
laboratorio con método estandarizado y certificado.

o Glicemia mayor o igual a 126 mg/dl, (7 mmol/L) en periodo de
ayuno (8 horas sin ingesta caldrica).

o Glicemia mayor o igual a 200 mg/dl, 2 horas después de una carga
de 759 de glucosa (test de tolerancia oral a la glucosa).

o Sintomas clasicos de diabetes (poliuria, polidipsia, polifagia y
pérdida de peso), crisis hiperglicémica o presentar una glicemia mayor o

igual a 200 mg/dl en cualquier momento del dia.

En la tabla 1 se presenta las pruebas de medicion de glucosa con sus valores e
interpretaciones correspondientes. Se debe destacar que para confirmar el
diagnéstico de DM o prediabetes se debe repetir la prueba en un dia diferente al

examen original.



Tabla 1. Pruebas de medicién de glucosa y su interpretacion.

Prueba Resultado Diagnostico

Glicemia 2h  post <139 Normal

carga de 75g (mg/dl) _
140-199 Intolerancia a la glucosa
> 200 Diabetes

Monitoreo de |la Diabetes Mellitus.

Es necesario un monitoreo continuo del estado metabdlico del paciente, y asi llevar
registro del control de la enfermedad, pudiendo en base a esto tomar decisiones
clinicas y terapéuticas atingentes a cada caso. Los examenes utilizados para esto

son:



1.- Hemoglucotest

El control del estado glicémico inmediato del paciente suele realizarse mediante el
hemoglucotest, examen rapido que mide la concentracion de glucosa en el plasma

sanguineo del paciente en ese momento en particular. (Ver Tabla 2)

DIAGNOSTICO VALORES HEMOGLUCOTEST
Hipoglicemia < 50mg/dl
Normoglicemia 70-100mg/dl 6 75-110mg/dl
Hiperglicemia > 128mg/dl

Tabla 2: Valores de Referencia Hemoglucotest

2.- Hemoglobina Glicosilada

La hemoglobina es un compuesto quimico constituido por un nucleo de hierro
transportado por la sangre dentro de los glébulos rojos, y permite la llegada del
oxigeno a los tejidos del organismo. Los glébulos rojos viven aproximadamente
120 dias, y durante todo ese tiempo la hemoglobina sufre un proceso llamado
glicosilacién, que consiste en la incorporaciéon de glucosa a su molécula. El
aumento sostenido de la glicemia hace que la glicosilacion sea mas intensa, y asi
se ve incrementado el porcentaje de hemoglobina glicosilada (HbAlc) con
respecto a la hemoglobina normal (Alvarez y cols., 2009), siendo esta alteracion la

gue se utiliza para medir el grado de control del paciente en el tiempo.

El examen de HbAlc muestra el porcentaje de hemoglobina unida a glucosa en un
lapso de 90 dias, que es la vida promedio de los eritrocitos, razén por la cual no se

ve afectada por el ayuno o la ingesta inmediata de comida. Se define que un
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paciente se encuentra compensado cuando su valor de HbAlc es menor o igual a

7% y estard descompensado cuando este valor sea mayor. (Ver Tabla 1).

Efectos de la Diabetes Mellitus en la cavidad oral.

Personas con un mal control metabdlico de la DM relatan con mayor frecuencia
xerostomia y disgeusia (Dodds y cols., 1997; Moore y cols., 2001; Prathibha y
cols., 2013), siendo este un factor de riesgo en el desarrollo periodontitis y caries
(Garcia y cols., 2000).

Se ha establecido que un mal control metabdlico de la DM aumenta la
susceptibilidad del paciente a contraer distintas infecciones (Olmos y cols, 2011)
debido a una alteracion en la inmunidad celular y humoral del paciente
(Bremenkamp y cols., 2011), siendo las infecciones por levaduras del género

Céandida las mas prevalentes en la cavidad oral.

Existe consenso entre los diferentes autores con respecto a que un mal control
metabdlico de la diabetes conlleva a una disminucion en la Velocidad de Flujo
Salival (VFS), lo que se asocia con la neuropatia diabética (Dodds y cols., 1997;
Chéavez y cols., 200; Moore y cols., 2001; Shirzaii y cols., 2013). Esta asociacion
se explicaria ya que al verse afectadas las fibras del Sistema Nervioso Auténomo
disminuye la capacidad de las glandulas salivales para responder ante diferentes
estimulos neuronales u hormonales, lo que coincide con cambios en la
microvascularizacion (Chavez y cols., 2001). También existen cambios en el
parénquima glandular, existiendo infiltracion de linfocitos autoinmunes, similar a lo
que ocurre con las células beta pancreaticas en esta enfermedad (Masoomeh y
cols., 2013). Asi mismo, un aumento de la concentracion de glucosa sanguinea
hace aumentar los gradientes osmaticos en las glandulas salivales, limitando su

secrecion (Moore y cols., 2001).
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Siguiendo la misma linea, en los pacientes con DM2 se han descrito alteraciones
estructurales de la glandula parotida, siendo una causa etiologica de Sialosis
(alargamiento de la parotida, generalmente bilateral, no neoplasico ni
inflamatorio). Esta hipertrofia glandular suele producirse por infiltracion grasa o

hipertrofia de los acinos glandulares (Carda y cols., 2006).

Junto al cambio macroscopico se producen también cambios microscopicos en las
membranas de la glandula paroétida, con lo que se veria alterada su capacidad de
transferir moléculas, cambiando la composicién salival, pudiendo producirse

hipofuncién salival y xerostomia (Chavez y cols.,, 2000).

Alteraciones salivales producto de la Diabetes Mellitus.

La saliva es un fluido organico glandular complejo de la cavidad oral producido en
un 93% por las glandulas salivales mayores (parétida, submandibular y sublingual)
y en un 7% por las glandulas salivares menores (las que se encuentran en todas
las mucosas orales con excepcion de la encia y porcién anterior del paladar duro).
Un 99% de su composicién es agua y el 1% restante corresponde a moléculas

organicas e inorganicas (Llenay cols., 2006).

Cumple diferentes funciones, entre las que se destacan las masticatorias,
digestivas, defensivas, gustativas, de fonacion, de humectacién y preservacion de
los tejidos mineralizados y mucosos (ver tabla 3). Es esencial para la mantencion
de la salud oral y faringea, asi como en la calidad de vida del paciente (Chavez y
cols., 2000). Alteraciones en su cantidad o composicibn hacen al sujeto mas
susceptible a caries, infecciones oportunistas locales y sistémicas, asi como

disfagia, disgeusia y problemas para utilizar aparatos protésicos.



FUNCIONES COMPONENTES

Accion Antimicrobiana Lisozima, Lactoferrina, Lactoperoxidos,
Mucinas, Cistinas, Histatinas,
Inmunoglobulinas, Glicoproteinas Ricas en

Prolina, IgA.

Limpieza Agua.

Preparacion de la Comida para tragar Agua, Mucinas.

Sabor Agua, Gustina.

Tabla 3: Componentes de la Saliva y sus funciones

Fuente: Carmen Llena, Med. oral patol. oral cir. bucal 2006.
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El mal control metabdlico en los individuos con DM se genera:

o Aumento en la concentracion de glucosa salival (Syrjdla y cols., 2003;

Agrawal y cols., 2013),

o Disminucion del pH Salival (Garcia y cols., 2000; Carda y cols., 2006),

producto de la alteracidn idnica de este fluido (Bernardi y cols., 2007),

o  Alteraciones en la capacidad tampodn (Carda y cols., 2006),

o Aumento de la concentracion de proteinas totales (Masoomeh y cols.,
2013), debido a un aumento en la actividad microbiana o a proteinas del Fluido
Gingival Crevicular (FGC) (Prathibha y cols., 2013),

o  Cambios en la concentracion de electrolitos salivales (Prathibha y cols.,
2013, Shirzaiiy cols., 2013; Ivanovski y cols., 2012; Carda y cols., 2006)

- Aumento del sodio

- Aumento del calcio,

- Aumento del potasio,

- Aumenta la concentracion de urea,

- Disminucién del Zinc.

La disminucién del flujo salival en pacientes diabéticos, fendmeno mayormente
descrito en los mas descompensados, facilitaria la proliferacién y el desarrollo de
patologias asociadas a levaduras. (Kaisa y cols., 1996; Navazesh y cols., 1995;
Suarez y cols.,, 2013). Debemos considerar ademas que farmacos
antihipertensivos (como el atenolol) se han asociado tanto a la disminucion del
flujo salival como a la xerostomia con las consecuencias ya descritas (Meurman y
cols., 1998;Llena y cols., 2006). Es preciso mencionarlo, dada la fuerte asociacion
gue existe entre la DM2 y la Hipertension Arterial (HTA) y el consecuente uso de

farmacos antihipertensivos en pacientes diabéticos.
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Levaduras del género Candida.

Candida es un microorganismo perteneciente al Dominio Eukarya, dentro de éste al
Reino Fungi. Este género engloba a mas de 150 especies, cuya principal

caracteristica es la ausencia de forma sexual (Pardi y cols, 2001).

Candida albicans es la especie aislada con mayor frecuencia en el ser humano,
siendo un hongo unicelular oportunista que forma parte de la microbiota normal de
la cavidad oral, tracto respiratorio alto, sistema gastrointestinal, piel y tracto

genitourinario (LOpez y cols., 2004).

El género Candida se encuentra libre en la naturaleza, pudiendo producirse el
contagio primario del ser humano en etapas muy tempranas, incluso en el
alumbramiento, si es que la madre posee un canal vaginal colonizado por estas
levaduras, por lo que no es infrecuente encontrar candidiasis en recién nacidos

debido a la inmadurez de su sistema inmune (Mata de Henning y Perrone, 2001).

Se ha descrito que entre 30 y 50% de los adultos sanos portan estos
microorganismos sin presentar signos ni sintomas de enfermedad (Fotos y cols.,
1992). Sin embargo, ante cualquier cambio en las condiciones ambientales a las
que este microorganismo esta sometido regularmente aparece su patogenicidad,
presentandose “Candidiasis”, infeccion fungica que puede ser local (sélo de las
mucosas) o diseminada (afecta a todo el organismo, lo que suele ocurrir en

personas inmunocomprometidas) (Rodriguez y cols., 2002).

Las levaduras del género Candida son el principal agente de las IAAS (Infecciones
Asociadas a la Atencion en Salud) siendo Candida albicans el tercer o cuarto
patdogeno mas frecuentemente aislado de sangre, sobrepasando la frecuencia de

los bacilos Gram negativos (Castrillon y cols., 2005).
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Patogenicidad de Candida albicans.

Patogenicidad se define como la capacidad de un microorganismo de producir
enfermedad en un hospedero susceptible, es especifica de cada género y
especie. Por otro lado, los factores de patogenicidad, son los mecanismos que
utiliza el microorganismo para causar dafio al hospedero, asegurando asi su
sobrevida, incrementando su poder de penetracion, invasion y evasion de la

respuesta inmune del hospedero.

Los principales factores de patogenicidad de Candida albicans son: switch
fenotipico (cambio morfolégico entre levadura y la formacion de hifas y
pseudohifas), secreciébn enzimatica, expresion diferencial de genes en respuesta
al ambiente, sintesis de adhesinas y su capacidad para formar biofilms (Castrillén
y cols., 2005).

Segun las condiciones ambientales o estado de la infeccion Candida albicans
puede presentarse como levadura y/o puede formar hifas o pseudo hifas, siendo
este un estado reversible (Mata de Henning y Perrone, 2001, Villar-Vidal y cols,
2011. Fidel, 2002).

- Levadura:, Células redondeadas u ovaladas, mide de 2 a 4um (Mata de
Henning y Perrone, 2001), es esencial para la diseminacion del microorganismo
(Leito y cols., 2009).

Figura 2: Candida albicans fenotipo de levadura (Aumento 40x).
Fuente: German Pardi. Acta odontol. Venez. 2001.
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- Hifa: Forma virulenta de Candida albicans, facilita la invasion epitelial por
penetracion activa, incluyendo endocitosis por parte de las células del hospedero
(Mata de Henning y Perrone, 2001; Martin, 2011).

Figura 3: Produccion de hifas por parte de C. albicans (Aumento 40x).

Fuente: Germéan Pardi. Acta odontol. Venez. 2001.

Los hallazgos que sustentan que la formacién de hifas se requiere para la

patogenicidad de Candida albicans son (Castrillon y cols., 2005):
1. La formacion de filamentos se produce a 37°C, a pH neutro.

2. Los tubos germinativos (hifas recién formadas) tienen mayor

adherencia a las células del hospedero que la forma de levadura.

3. Cuando un macréfago fagocita una levadura esta produce

filamentos, con lo que es capaz de provocar la lisis de la célula defensiva.

4. Basta el contacto fisico con las células del hospedero para que inicie
la formacién de hifas y se activen los genes que median la adhesién (Martin
y cols., 2011).
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Diversidad de especies de Candida en Diabetes Mellitus.

Se ha observado que un mal control metabdlico de los pacientes con DM2 va
acompafado de una mayor diversidad de cepas aisladas de la saliva 0 mucosas. En
pacientes descompensados, se ha reportado una colonizacion mixta por Candida
albicans y especies de Candida no Candida albicans (Torres y cols., 2002; Suarez
y cols., 2013). Las especies Candida no Candida albicans generarian infecciones
fungicas de mayor severidad (Lee y cols., 2013) y resistencia a la accion de
antifangicos (Manfredi y cols., 2006). Por esta razén, es indudable el riesgo de la
presencia de especies de Candida no Candida albicans en la cavidad oral de los

pacientes diabéticos descompensados.

En las ultimas décadas, Candida parapsilosis ha emergido como un patégeno
asociado a infecciones  sistémicas, especialmente en  personas
inmunocomprometidas o que utilizan aparatos protésicos como valvulas cardiacas
(Trofa y cols., 2008).

Las cepas de Candida no Candida albicans méas frecuentemente aisladas de
pacientes diabéticos descompensados corresponden, en orden decreciente, a
(Torres y cols., 2002):

e Candida parapsilosis,

e Candida tropicalis

e Candida krussei.
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Candidiasis.

Es el término con que se hace alusion a la infeccion superficial (mucosas y/o
tegumentos) o sistémica (profundas) provocada por levaduras del género
Candida, siendo Candida albicans el microorganismo mas comunmente aislado
(O’Sullivan y cols., 2000; Rodriguez y cols., 2002). Las candidiasis sistémicas
presentan una tasa de mortalidad cercana al 40%, mientras que aquellas locales

no presentan riesgo vital (Martin y cols, 2011).

Una Candidiasis sistémica se produce cuando el huésped tiene varios factores de
riesgo, como el uso de antibiéticos de amplio espectro por tiempo prolongado,
esteroides u otros agentes inmunosupresores, DM, SIDA, depresion de las
funciones fagociticas o alteraciones locales del sistema gastrointestinal (Castrillon
y cols., 2005).

En la Tabla 4 se presenta la Clasificacion de Candidiasis Oral elaborada por

Laskaris en 1998, y que se encuentra actualmente vigente.

Presentacion Clinica Patologia

Formas Agudas Candidiasis Pseudomembranosa

Candidiasis Eritematosa

Candidiasis Pseudomembranosa Croénica

Candidiasis Eritematosa Crénica

Formas Crénicas Candidiasis Hiperplasica Croénica

Candidiasis Atréfica Croénica

Candidiasis asociadas con otras lesiones Queilitis Angular

Glositis Romboidal Media

Estomatitis Subprotésica
a) Hiperemia Puntiforme o tipo |

b) Hiperemia Difusa Atréfica o tipo Il,

¢) Hiperemia Papilomatosa o tipo .

Tabla 4: Clasificacion de Candidiasis Oral (Laskaris G. 1998).
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Relacion Diabetes Mellitus - Candidiasis - pH Salival.

Como se menciond antes, pacientes con DM2, especialmente al estar
descompensados, son mas propensos a desarrollar enfermedades infecciosas
(Olmos y cols., 2011). De hecho, es mas frecuente aislar Candida albicans de la

cavidad oral de pacientes diabéticos que de no diabéticos (Aly y cols., 1992).

Existe consenso en que pacientes diabéticos descompensados tienen mayor
concentracion de glucosa en la saliva (Sashikuma y Kannan, 2010) y menor tasa
de flujo salival (Chavez y cols., 2001), lo que les predispondria al desarrollo de
candidiasis.

Se ha descrito un pH salival inferior a lo normal en pacientes diabéticos,
especialmente en aquellos descompensados (Arrieta y cols., 2003), existiendo
una asociacion inversa entre glicemia instantanea y pH salival. Sin embargo,
hay escasa evidencia que asocie pH salival con niveles sanguineos de HbAlc,

gold estandar en el control metabdlico de la enfermedad.

La acidificacion salival provocaria un aumento en la actividad proteolitica de las
especies de Candida, activando también la produccion de fosfolipasas

extracelulares (Darwazeh y cols., 1991).

A la fecha, existe evidencia cientifica que sefiala un switch fenotipico en Candida
albicans en funcion del pH ambiental al que se vea sometida. Luo y cols lo hacen
patente en una revision bibliografica del 2013, en que exponen que un mecanismo
de virulencia de Candida albicans es justamente la formacion de filamentos
(hifas) a pH elevado. Davis en el 2003 describi6é un hallazgo similar y agrega que a
pH acido se ve favorecido el crecimiento de estas levaduras en su forma no

invasiva.
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En un estudio realizado por Araujo y cols. (2014) queda de manifiesto el cambio
de fenotipo de Candida albicans al ser sometida a diferente pH ambiental,
variando también la susceptibilidad de este microorganismo a Fluconazol (FLZ),

asi como su estructura y virulencia. En este estudio se describe que:

- A pH 4,0 no hubo cambios estructurales en las levaduras, pero aumentaba
su secrecion de proteinasas y fosfolipasas. Sélo se observo levaduras al

microscopio y una menor susceptibilidad a FLZ.

- A pH 5,5 aumentd la poblacion, habiendo mayor cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC), se observo formacion de biofilm, mas grueso y

voluminoso, con una menor secrecion de proteinasas.

- A pH 7,0 se registr0 mayor susceptibilidad a FLZ. Se observo formacion
de hifas y mayor concentracion de fosfolipasas, lo que aumento la capacidad del

microorganismo para colonizar y penetrar tejidos.

De lo anterior podemos concluir que el pH ambiental es un potencial inductor de
diferenciacion y desarrollo de Candida albicans, ya que un ambiente &cido
favorece el desarrollo de levaduras mientras que uno alcalino la formacion de
hifas (Aragjo y cols., 2014; Davis, 2003). También se ha descrito que entre mas
acido el pH ambiental se requiere mayor concentracion de FLZ para lograr su

actividad antifungica.

Cabe destacar que no solo la DM2 provoca una disminucién en el pH salival, sino
gue otras condiciones tienen el mismo efecto, como ocurre en pacientes con
cancer o en aquellos con alto indice de caries, en que debido a esta acidificaciéon
salival se ve incrementado el conteo de levaduras y un aumento en su actividad

enzimatica. (Mata de Henning y Perrone, 2001).
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En dltima instancia, es interesante hacer notar que Candida albicans puede
regular el pH ambiental, privando al medio de carbono, limitando la concentracion
de niquel y fosfato y aumentando el estrés nitrosativo (Martin y cols, 2011). Estas
alteraciones del medio cambian su morfogénesis y favorecen la invasion primaria

de la levadura.

La literatura describe que a medida que empeora el control metabdlico de la DM,
se acidifica la saliva observandose mayor prevalencia de candidiasis oral,
asociada a Candida albicans y a especies de Candida no Candida albicans.
Ademas, en un ambiente salival mas acido Candida albicans presenta una
morfologia menos invasiva pero mas proliferativa, en comparacion, a un pH neutro
0 basico (Sosinska y cols., 2011), Por otra parte, la efectividad de los antifiingicos
se ve afectada tanto por la especie y forma fenotipica de las levaduras como por

el pH ambiental.

A la fecha, no existe suficiente evidencia que correlacione cambios entre pH
salival, recuento y diversidad de especies de levaduras, en saliva de pacientes
con DM2 que presentan distinto grado de control metabolico medido con HbAlc,
por lo que es de gran relevancia recopilar informacion sobre el comportamiento de

estas variables.

En esta tesis, se estudié una posible relacién entre el pH salival de pacientes
diabéticos con distinto grado de control metabdlico y su efecto en el recuento y
diversidad de levaduras del género Candida, con la finalidad de aportar evidencia
experimental que permita focalizar el tratamiento de las patologias orales

provocadas por este microorganismo en estos pacientes.
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3.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

Hipétesis.

La descompensacion metabdlica en pacientes con DM2 produce acidificacion
salival, lo que aumenta el recuento y diversidad de especies de levaduras del
género Candida presentes en este fluido con respecto a sus pares compensados

metabdlicamente.

Objetivo General.

Comparar pH salival, Recuento y Diversidad de Levaduras de la especie Candida

entre pacientes con DM2 compensados y descompensados metabdlicamente.

Objetivos Especificos.

1. Determinar los distintos grados de control metabdlico de pacientes con DM2

mediante los niveles de HbAlc

2. Determinar el pH salival en pacientes con DM2 con distinto grado de control

metabdlico.

3. Determinar el recuento e identificacion de especies de levaduras del género
Candida presentes en saliva de pacientes con DM2 con distinto grado de control

metabdlico.

4. Asociar pH salival, recuento y especies de levaduras del género Candida
presentes en saliva de pacientes con DM2 metabolicamente compensados Yy

descompensados.

5. Comparar pH salival, recuento y diversidad de levaduras de la especie Candida

entre pacientes DM2 compensados y descompensados metabdlicamente.
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4.- MATERIALES Y METODOS:

TIPO DE ESTUDIO REALIZADO.

Estudio observacional, analitico, de corte transversal.

MUESTRA.

Se estim6 una muestra de 52 sujetos en base a un nivel de significacion

estadistica de 0,05 y una potencia de 0,9.

Todos los sujetos reclutados pertenecian a la Asociacion de Diabéticos de Chile
(ADICH), institucion privada sin fines de lucro que recibe a pacientes que
consultan de forma espontanea o derivados del servicio publico como privado. Se
solicité a los sujetos que aceptaron participar la firma de un consentimiento
informado que cumple con las recomendaciones de la declaracion de Helsinki (De
Roy y cols., 2004).El trabajo de investigacion se enmarca en el proyecto FIOUCH
13-002, aprobado por el Comité de Etica y de Bioseguridad de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo 1y 2).

CRITERIOS DE INCLUSION.

Sujetos de ambos sexos, de 30 afios 0 mayores, con diagnostico de DM2
confirmada en la ADICH conforme al criterio establecido por el Ministerio de
Salud (MINSAL, 2005). Se consideraron DM2 aquellos individuos con una
glicemia en ayunas mayor a 126 mg/dl y/o prueba de tolerancia a la glucosa oral
(PTGO) con glicemia 2 horas post carga = 200 mg/dl, y/o hemoglobina glicosilada

mayor o igual a 6,5% ( American Diabetes Association, 2014).
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CRITERIOS DE_EXCLUSION.

Sujetos que presentaron: enfermedades reumatologicas, irradiados en zona de
cabeza y cuello, embarazadas, enfermedades terminales, presencia de dafio
neuroldgico, procesos inflamatorios agudos en la cavidad oral (incluyendo
candidiasis), o que hayan utilizado antibioticos o antifungicos (locales en cavidad

oral o sistémicos) durante los ultimos tres meses.

PROCEDIMIENTOS.

Examen clinico y toma de muestras de saliva.

Un Unico operador, previamente entrenado, recolectd las muestras de saliva no
estimulada en un tubo de centrifugacion Falcon 50 mL (BD Falcon, USA),
previamente pesado y rotulado conforme el protocolo descrito por Navazesh
(Navazesh y cols, 1993). Los voluntarios debieron abstenerse de fumar, cepillarse
los dientes o consumir alimentos durante al menos una hora previo a la toma de
muestra. Posterior a un enjuague con agua destilada, y tras permanecer durante 5
minutos en un estado de relajaciéon, se solicitd a los participantes tomar asiento
coémodamente, con la cabeza gacha y depositar saliva durante 5 minutos en el
tubo antes mencionado. Una vez recogida la muestra de saliva en el tubo, se
mantuvo en un recipiente a 5°C hasta su transporte al laboratorio de Bioquimica y

Biologia Oral de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.
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Determinacion de HbAlc.

A todos los pacientes voluntarios, se les solicitd los resultados de su examen de
Hemoglobina glicosilada (HbAlc), la que debid tener una antigiiedad no mayor a 2
dias con respecto a la toma de muestra salival. Este examen se realiza en forma
rutinaria en la ADICH para establecer el control metabdlico de la enfermedad,
utilizando el equipo Variant Il de la marca Bio Rad, certificado ante el Programa
Nacional de Estandarizacién de Glicohemoglobina de los Estados Unidos (Genuth
y cols., 2003).

Se consideré como descompensacion metabdlica un porcentaje de HbAlc igual o
mayor a 7%, mientras que valores menores a este porcentaje, se consideraron
como compensacion metabdlica, de acuerdo al protocolo descrito por el comité de

diagnéstico y clasificacion de diabetes mellitus (Genuth y cols, 2003).

Determinacion del pH salival.

La medicion del valor del pH de las muestras salivales se llevdo a cabo a
temperatura ambiente, mediante el uso de un pH-metro digital (Modelo PL-600
EZDO-OMEGA que cumple la norma 1SO-9001), que de forma automatizada
ofrece el valor del pH con 2 decimales. Todas las mediciones se realizaron por el

mismo operador y con la misma metodologia (Kitasako y cols., 2008):

I. Calibracién del pH-metro;
il. Inmersion del electrodo en el tubo colector de saliva;
iii. Lectura del valor del pH de la muestra durante 5 segundos tras la
estabilizacion de ésta;
iv. Lavado del electrodo con agua destilada,;

V. Conservacion del electrodo en una solucion tampon.
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Figura 4: Lavado del Electrodo Posterior a La Calibracién del pH-metro

Figura 5: Medicion del pH salival con el pH-metro

Crecimiento y Aislamiento de Levaduras.

Los aislados de levaduras se obtuvieron a partir de diluciones seriadas de la saliva
en PBS 1/10; 1/100 y 1/1000, se agité durante 15 segundos en Vortex. Se
sembr6é una alicuota de 100 ul en placas de Agar Sabouraud Dextrosa con
Tetraciclina (50 pg/ml) y otra alicuota de 100 pl en placas de CHROMagar
Candida, e incubadas durante 48 horas a 30 °C. Transcurrido este tiempo se
realiz el recuento desde la placa que ofreciese mayor facilidad para el recuento.

La identificacion por CHROMagar Candida produce colores especificos para
diferentes especies de Candida (Odds y Bernaerts, 1994), debido a sustratos
artificiales que son degradados por enzimas especificas y que dan colores para

cada especie, como se muestra en la Tabla 5y Figura 6:
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C. tropicalis Azul verdoso a metalico

Tabla 5. Especies reconocidas en CHROMagar Candida y colores especificos.

Figura 6: Imagen de Jaivo Ivo do Santos, CHROMAgarCandida.

Las colonias fueron recuperadas y contadas en unidades formadoras de colonia
por mililitro (UFC/ml) y almacenadas en placas independientes para su posterior

identificacion.

Segun la identificacion presuntiva obtenida mediante la siembra en CHROMagar
Candida, se aislaron de 2 a 4 representantes de cada especie para verificar su
identidad, los que se agregaron a 1,5 ml de medio de cultivo liquido Sabouraud-
Tetraciclina (50ug/ml) e incubados durante 48 hrs. a 30°C, siendo posteriormente

mezclados con 400ul de glicerol y almacenados a - 20°C.
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Identificacion de levaduras.

Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para identificar

Candida albicans y Candida dubliniensis

La identificacion de los aislados de levaduras, aislados dese CHROMAgar
Candida, se realiz6 mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) con partidores especificos para deteccion de especies de Candida.

Se realiz6 diluciones de absorbancia hasta alcanzar una concentracion de 2
Unidades de Absorbancia (UA) (475 ul de agua y 25 pyl de medio liquido
Sabouraud-Tetraciclina con cada representante), previa agitaciéon a 30°C durante
16 hrs. Posteriormente se depositd 125 ul de la dilucién de cada representante en
filtros de papel para la extraccion de DNA, dejando secar a 37°C por 20 minutos,
para luego depositar 125 yl mas de dilucion de cada representante, siguiendo la
técnica descrita por Lefimil y cols. el afio 2013, en que utilizando un sistema de
corte tipo sacabocados se obtuvo un circulo de aproximadamente 1mm de
diametro (punch) de cada representante, fué secado y luego procesado con 200 pl
de hidréxido de sodio (NaOH 20mM ) por 30 minutos y posteriormente con 200 pl
de buffer TE por 5 minutos, luego fue secado a temperatura ambiente durante 1
hora.

Debido a que Candida albicans y Candida dubliniensis comparten caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas y presentan patrones bioquimicos similares, no es
posible diferenciarles mediante el uso de CHROMAgar Candida (Ambas son
verdes en este medio de cultivo) (Pineda y cols., 2008), Para poder identificar
aislados de estas especies se utilizd partidores especificos de pared celular para
amplificar por PCR el gen HWP-1 que codifica para la proteina 1 de pared de la
hifa (Romeo y cols., 2006).

Esta técnica produce amplificacion de un fragmento de ADN que es de distinto

tamafo dependiendo de la especie, como se muestra en la Tabla 6.
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C. dubliniensis 930 Pb

C. albicans 1.180 Pb

Tabla 6. Fragmentos de ADN producidos por la técnica PCR con partidor HWP-1.

La amplificacién por PCR se llevo a cabo en tubos Eppendorf que contenian en
15 ul: Buffer 10X; 2 mM MgCI2; 0,2 mM de dNTP’s; Colorante 10X; 1M de
Betaina; 0,1 U/ul de Taq Polimerasa, 1 uM de Partidor WF (5-
GTTTTTGCAACTTCTCTTTGTA-3); 1 puyM de  Partidor WR  (5-
ACAGTTGTATCATGTTCAGT-3’) 25uM; 6,6yl de agua bidestilada y ADN

genodmico (contenido en el punch).

Las etapas de esta amplificacion constan de una denaturacion inicial a 95°C por 3
minutos, seguido de 35 ciclos de denaturacion a 95°C durante 1 minuto,
alineacion a 50°C por 1 minuto y extension a 72°C durante 2 minutos, con una

extension final a 72°C por 10 minutos (Romeo y cols., 2006).

Los productos amplificados se separaron por electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1,5% utilizando marcadores de tamafio molecular de 50 y/o 100pb de
la marca Bioline. El gel fue tratado con bromuro de etidio y los productos se
visualizaron mediante el uso de un transiluminador UV y fueron registrados
fotograficamente. Se utilizaron como control las cepas C. albicans ATCC 90029 y
C. dubliniensis CD36. (Ver figuras 7 y 8).
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Figura 8: Foto gel de Agarosa 1,2% vista con transiluminador, de las cepas de

referencia y 2 aislados clinicos.

En esta imagen, los dos primeros carriles corresponden a las cepas de control, la
primera corresponde a C. albicans ATCC 90029, con 1180 pb y la segunda a C.
dubliniensis CD36 con 930 pb. Los carriles 3 y 4 corresponden a aislados clinicos,

correspondiendo 3 a C. albicans y 4 a C. dubliniensis.
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Técnica de Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de Restriccion

(RFLP) paraidentificar Candida albicans y Candida dubliniensis

A modo de control se realizd corte de los fragmentos con la enzima de restriccion
BamHI que permite diferenciar a ambas especies en un ensayo de verificacion.
Se agregd 10 pl del amplicén obtenido por PCR a un tubo con 0,2 ul de la enzima
BamHI, 1,5 ul de Buffer Ky 3,3 ul de agua. Para la mezcla de los controles se
reemplazé 0,2 pl de enzima Mspl por 0,2 ul de agua. Se mantuvo a 37 °C durante
3 horas y se agreg6 3 ul de Colorante 10x para luego realizar la electroforesis en
gel de agarosa. El ADN de C. albicans cortado con BamHI produce fragmentos de
793 y 387 pb., en cambio el ADN de C. dubliniensis no es cortado por esta

enzima.

Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para identificar

especies de Candida no Candida albicans

Para distinguir las especies C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. krusei y C. guilliermondii se utilizo la técnica de polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) acoplada a PCR (PCR-RFLP) con los partidores
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), siguiendo la técnica descrita por Mirhendi y
cols. el afio 2006. Las especies fueron identificadas por el distinto tamafio de los
amplicones. Se utiliz6 como control las cepas C. albicans ATCC 90029, C.
dubliniensis CD36, C. glabrata ATCC 2001 y C. tropicalis ATCC 750. (ver tabla 7):



C. albicans

C. glabrata

C. parapsilosis

C. tropicalis

C. krusei

C. guilliermondii

Tabla 7. Fragmentos de ADN producidos por PCR-RFLP con partidores ITS-1 e

ITS-4.

1000 pb

PM Ca 71 8lb 82 106 107 112

Figura 9: Electroforesis en Agarosa 1,2%, de aislados clinicos.

535 pb

875 pb

520 pb

524 pb

510 pb

608 pb

113 114
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En la figura 9 podemos apreciar aislados clinicos de C. albicans. Ca corresponde
al control de Candida albicans; los especimenes 71,112, 113 y 114 corresponden
a Candida guilliermondii. Los aislados 81b, 82, 106, 107 y 115 no pueden ser

identificados por esta técnica.

23 15  81m 90

Figura 10: Electroforesis en gel de Agarosa 1,2%, de aislados clinicos de
C. tropicalis y C. glabrata.

En la figura 10, ct corresponde al control de C. tropicalis y cg al control de C.
glabrata. Los aislados 1, 11 y 23 correspondieron a C. tropicalis, mientras que los
aislados 90 y 92 fueron identificados como C. glabrata. El aislado 91 no pudo ser
identificado mediante esta técnica.

Técnica de Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de Restriccion

(RFLP) para identificar especies de Candida no Candida albicans.

Como control se realizé digestion con la enzima Mspl, se agregé 10ul del
amplicén obtenido por PCR a un tubo con 0,2ul de la enzima Mspl, 1,5ul de Buffer
Tango y 3,3yl de agua. Para la mezcla de los controles se reemplazé 0,2ul de

enzima Mspl por 0,2ul de agua. Se mantuvo a 37°C durante 3 horas y se agrego
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3ul de Colorante 10x para luego realizar la electroforesis en gel de agarosa. Este
RFLP da fragmentos de 297pb y 238pb para C. albicans; de 557pb y 314pb para
C. glabrata; de 340pb y 184pb para C. tropicalis; de 261 y 249 pb para C. krusei;
de 371, 155 y 82 pb para C. guilliermindii y no corta C. parapsilosis, con lo que

permanece de 520 pb.

Para identificar aquellas cepas que no pudieron ser clasificadas mediante las
pruebas antes descritas se utilizo el sistema de galerias API ID 32C® (bioMérieux,
L’Etoile, Francia). Este sistema estandarizado consiste en 32 ensayos
miniaturizados de asimilacion de distintas fuentes de carbono. A cada reaccion se
le asigna un numero segun la metabolizacion o no del compuesto, generando un

codigo numérico que se compara con una base de datos existente.

Primero se obtuvo colonias puras de los aislados de levaduras a identificar, siendo
incubados por 48hrs a 30°C en CHROMAgar Candida. Posteriormente 1 o dos
colonias fueron sembradas y cultivadas en medio liquido Sabouraud Tetraciclina
(50ug/ml) durante 24 hrs. con agitacion constante. Pasado este tiempo, se diluyo
un volumen del medio de cultivo en 2ml de agua destilada esteril, y se ajusto a

una turbidez igual a un patrén 2de McFarland medido con el espectrofotometro.

Se deposit6 alicuotas de 250ul de la suspension en ampollas que contenian 7 ml
de medio API, proveido por el fabricante, siendo homogeneizadas mediante
agitacion suave.

Se tomé 135l de cada cultivo en caldo y con ellas se inoculé cada uno de los 32
pocillos de cada galeria, utilizando una galeria distinta para cada cepa. Se tapo
las galerias, y se les incub6 durante 48hrs. a 30°C.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedio a leer las galerias de forma
visual por un investigador calibrado, quien determind el crecimiento del
microorganismo inoculado, o ausencia de crecimiento del mismo.

Los ensayos se separaron en grupos de 3 dentro de cada galeria. A cada pocillo

se asigno el valor 1, 2 6 4 si la reaccion es positiva en el 1°, 2° 0 3° pocillo 6 0 si
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es negativa en el pocillo, siendo la suma de esos digitos el valor de cada trio de
pocillos, obteniendo asi un numero de 7 digitos, que correspondio al perfil
numerico del microorganismo.

Con el perfil numérico se procedié a codificar cada galeria e identificar el
microorganismo en cuestion en base a la comparacion de su perfil numérico con
la base de datos proporcionada por el proveedor del sistema comercial

(BioMérieux).

Figura 11: Galeria API ID 32 C® antes de ser utilizada

En el presente estudio se realizé la identificacion de las especies de lavaduras
mediante 3 métodos distintos: Fenotipicame mediante el cultivo en CHROMAgar
Candida (identificacion presuntiva). Mediante métodos moleculares (PCR y RFLP)
con la posterior visualizacion en el gel de Agarosa. Ademas se realizd
identificacion de forma bioquimica mediante la utilizacion del sistema API ID
32C®. Aquellas cepas que no pudieron ser identificadas mediante PCR ni el

sistema API ID 32C® fueron clasificadas como “No Identificadas”.
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ANALISIS DE RESULTADOS.

Los datos se registraron en una planilla Excel®, para después proceder a su

analisis estadistico.

Para determinar si las variables tenian distribuciéon normal, se utilizd el Test de
Shapiro Wilk.

Los datos HbAlc, pH salival y cantidad de UFC/ml no se distribuyeron
normalmente, por lo que se utilizdé el test no paramétrico de Spearman para
correlacionarlos.

Para realizar comparaciones entre grupos se utilizé la Prueba de Chi cuadrado.

Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos con un p<0.05.

El andlisis estadistico se llevd a cabo con los software Stata 12 y Graph Pad

Prism 5.



34

5) RESULTADOS.

A.- CARACTERIZACION DE LA MUESTRA.

Al. Edad.

La muestra corresponde a 52 pacientes, adultos, de entre 33 y 82 afos, siendo 61
afos la edad promedio del grupo de pacientes compensados y 65,38 la del grupo
descompensado no encontrandose diferencias estadisticamente significativas,
distribucion que se ensefia en el Gréafico 1, por motivos didacticos, se agrupé a los

pacientes en mayores y menores de 50 afios.

Edad de los pacientes
25
E 20
g
3 15
o
w 10
-
z 5
0
Compensados Descompensados
k< 50 afios 4 2
i > 50 afios 22 24

Grafico 1. Edad de los pacientes en los grupos compensados y
descompensados.

A2. Sexo.

La mayoria de los pacientes de la fueron mujeres (81%), como se observa en el
Grafico 2. Los que estuvieron distribuidos en forma equitativa entre el grupo de

pacientes compensados y descompensados (Ver Grafico 3).
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hombres
19%

mujeres
81%

Gréfico 2. Proporcion hombres Y mujeres del estudio.

25

20

15

10

0
compensados descompensados

hombres 5 5

mujeres 21 21

M hombres © mujeres

Gréfico 3. Distribucién de los participantes segun sexo en los grupos de trabajo.
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A3. Tiempo transcurrido desde el diagnéstico de la Diabetes Mellitus.

En promedio, los pacientes presentaban 6,5 afios transcurridos desde el
diagnostico de la DM2 variando entre un minimo de 4 meses, hasta un méaximo de
44 afnos. El Grupo de Pacientes Compensados presento un promedio de 9,2 afios
desde el diagndstico de DM2 (Desviacion Estandar (S): + 10,54 afios) mientras
gue el Grupo de Pacientes Descompensados presentd un promedio de 9,2 afios
(S: + 5,30 afnos). Ver tabla 8.

12 8

8 10
1 6
0 2
5 0
26 26

Tabla 8. Afos transcurridos desde el Diagndstico de DM2.
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B. COMPENSACION METABOLICA.

Del total de 52 pacientes, 26 se encontraban compensados (HbAlc < 7%) y 26
descompensados (HbAlc >7%). En el grupo de pacientes compensados, la
HbAlc promedio fue de 6,4% (Mediana (Me): 6,95%; Moda (Mo): 6,9%; S: +
2,05), siendo el mayor valor de 7% y el menor de 5,7%. En el grupo de pacientes
descompensados el promedio fue de 9,9% (Me: 9,65%; S: + 1,48), el mayor valor
de HbAlc fue de 12,6% mientras que el menor 7,6% (Ver tabla 9).

HbAlc Numero de HbAlc Numero de
pacientes pacientes
compensados descompensados

5,5-6% 6 7,5-8,5% 5

6,1- 8 8,6-9,5% 8
6,5%

6,6-7% 12 9,6-10,5% 5

>10,5% 8

Total 26 Total 26

Tabla 9. Distribucion de Pacientes segun su HbAlc.
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C. DETERMINACION DEL pH SALIVAL.

C1. pH Salival en la Muestra Total.

El pH salival promedio obtenido en el total de la muestra fue de 7,54 (S: + 0,46,
Me: 7,56), El menor valor de pH fue 6,59, correspondiendo a un paciente
compensado (HbAlc: 6,7%). EI maximo valor de pH registrado fue 8,58,
correspondiendo también a un paciente compensado (HbAlc: 6,9%). Ver Gréfico
4.

1 V.
VA (VY Lj -
I VA 1| PZ A YA

6,50

pH Salival

Gréfico 4. pH en Funcién de la HbAlc.

Se determind que ninguna de las variables (HbAlc y pH) se distribuia de forma

normal.

El analisis estadistico arrojé un rho de -0,25 y un p de 0,07.
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C2. pH Salival por grupos.

C2i. pH Salival en Pacientes Compensados Metabolicamente.

En el Grupo de Pacientes Controlados Metabdlicamente, se obtuvo un pH
promedio de 7,61 (S: + 0,56; Me: 7,69). El pH minimo fue 6,59 correspondiente a
una HbAlc de 6,7%. El pH maximo fue de 8,58 correspondiente a una HbAlc de
6,9%.

9,00

8,50 A

8,00 + — 3

pH

7,50 Y — —

7,00 -

6)50 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
57 58 59 61 62 65 65 66 66 67 68 69 69 HbAlc

Gréfico 5. pH Salival en Funcién de la HbAlc en Pacientes DM2 Compensados

pH Salival

El andlisis estadistico dio como resultado un valor rho de -0,25y un p 0,23.
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C2ii. pH Salival en Pacientes Descompensados Metabdlicamente.

El Grupo Descompensado Metabdlicamente tuvo un pH promedio de 7,52 (S: +
0,54; Me: 7,48), siendo su valor minimo 6,62, en relacion a una HbAlc de 12,6% .

El pH mas alto fue 8,54 que correspondia a una HbAlc de 7,8%.

9,00

8,50 A
8,00 V A
/ \’\ /\ "
7,50 -
7,00 L

6,50 r——r— T 1 T T 1T 1T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
WRWASLT N ARNONAN N NKOOOd—dd NN O

~ I~ 00 00 00 00 L N N T N = M N L R T B RPN HbA1lc
— — —

Gréfico 6. pH Salival en Funcion de la HbAlc en Pacientes DM2

Descompensados

pH Salival

El andlisis estadistico dio como resultado un rho: -0,4 y un p: 0,04.
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C2iii. Comparacién pH salival entre pacientes compensados y
descompensados metabdlicamente.

Al analizar en conjunto a los grupos de pacientes compensados y
descompensados metabdlicamente, nos encontramos con que no existen
diferencias estadisticamente significativas en ningun rango de pH evaluado,
estando la maxima concentracion de pacientes en el rango de pH 7,01-7,5 en los
pacientes descompensados, y entre 7,51y 8 en los pacientes compensados
metabdlicamente. (Ver tabla 10).

Rango pH N° de Pacientes
Salival Compensados | Descompensados X?
6,5-7 1 3| p=07
7,01-7,5 6 11| p=0,2
7,51-8 11 7| p=03
>8 5 5 p=1
Total 26 26

Tabla 10. Comparacion pH salival pacientes DM2 metabdlicamente compensados
y descompensados.



42

D. RECUENTO DE LEVADURAS EN SALIVA DE PACIENTES CON DIABETES
MELLITUS TIPO 2 RELACIONADO A SU pH SALIVAL.

D1.Relacion entre pH Salival con el Status de Portador o No Portador de

Levaduras.

Del total de 52 pacientes, 39 (75%) presentaron crecimiento de 1 o mas UFC/ml

de levaduras en agar Sabouraud, a estos se les agrupé como portadores.

13 pacientes (25%) que no presentaron crecimiento de levaduras en las muestras
salivales (no portadores), de estos 8 eran compensados y 5 descompensados
(Ver tabla 11).

pH Portador No X?
portador
6,5-7 6 1 p= 0.058
7,1-7,5 13 2 p= 0.004
7,6-8 15 5 p=0.02
>8 5 5 p=1
Total 39 13

Tabla 11. Relacién pH salival — Condicién de Portador de Levaduras.

La diferencia entre portadores y no portadores es estadisticamente significativa en

el rango de pH 7,1 - 8.
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Rango N° de Pacientes Portadores X* N° de Pacientes No portador X*

de pH Compensados | Descompensados Compensados | Descompensados
6,5-7 2 3 0,6 2 0 0,2
7,1- 5 9 0,3 1 1 1
7,5

7,6-8 8 5 0,4 3 2 0,6
> 8 2 3 0,6 3 2 0,6

Total 17 20 0,6 9 5 0,2

Tabla 12. Comparacién entre Status de Portador entre pacientes compensados y

descompensados metabolicamente versus pH salival

Como muestra la tabla 12, no hay diferencias significativas al comparar ambos

grupos de estudio (pacientes compensados y descompensados).

Al hacer una comparacion dentro de los mismos grupos, no se encontrd

diferencias estadiaticamente significativas en el grupo de los Pacientes DM2

compensados, mientras que en el grupo de pacientes DM2 descompensados

hubo diferencias estadisticamente significativas (p=0,01) entre portadores y no

portadores sélo en el rango de pH comprendido entre 7,5y 8.
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D2. Recuento total de levaduras en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 en
funcién del pH salival.

Del total de muestras, 4 presentaron crecimiento en forma de césped (el nimero
inicial de bacterias por unidad de superficie es muy alto como para ser contado),

de los cuales 3 corresponden al grupo de pacientes compensados y 1 a los
descompensados.

UF€7nal

1050

850 A

650

) 1

250

WA

rrrrrrrrrrrrrrrr T rrrrrrT T T T T T T T T TT T TTTrTT

6.596.686.997.047.13 7.2 7.287.497.567.697.737.847.938.01 8.3 8.5 PpH salival

-150

Gréfico 7. Recuento de Levaduras versus pH Salival en la muestra total

Del andlisis estadistico se obtuvo un rho: -0,26 y p=0,06.

Rango  Recuento de Levaduras (UFC/mI)

de pH Compensados Descompensados X

6,5-7 177 978 | p=0
7,01-7,5 684 2471 p=0
7,51-8 1528 704 | p=0
>8 7 1436 | p=0
Total 2396 5589 p=0

Tabla 13. Comparacién Recuento de levaduras versus pH salival entre pacientes

compensados y descompensados.

Las diferencias fueron estadisticamente significativas en todos los rangos de pH al

comparar a los pacientes compensados versus los descompensados.
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E. DIVERSIDAD DE ESPECIES DE LEVADURAS EN SALIVA DE PACIENTES
DM2 RELACIONADO A SU pH SALIVAL.

El. Especies de levaduras aisladas en la muestra total en funcién del pH

salival.

Del total de portadores de levaduras, se encontré Candida albicans en 38
pacientes (73%), Candida Glabrata en 11 pacientes (21%), Candida dubliniensis
en 1 paciente (1,9%), Candida tropicalis en 3 pacientes (5,8%), Candida
guilliermondii en 2 pacientes (3,8%), Rhodotorula en 1paciente (1,9%) y en 3

pacientes (5,8%) hubo cepas que no pudieron ser identificadas.

Al andlisis en conjunto de todas las muestras de saliva, se obtuvo un total de
55985 UFC/ml de levaduras, observandose claras diferencias en la distribucién de
levaduras al agrupar las muestras en 4 categorias en funcién de intervalos de pH

salival, como se observa en el grafico 8.

100%

90%
80% . .
No identificado

70% m Rhodotorula
60% M C. guilliermondii
50% m C. tropicalis
40% m C. dubliniensis

m C. glabrata
30%

m C. albicans
20%
10%

0% pH Salival
6,5-7 7,1-75 7,6-8 >8

Gréfico 8. Diversidad de Especies Levaduras versus pH Salival en el Total de

Muestras Salivales.

En el grafico 8 se observa que existe una mayor diversidad de especies en los
sujetos cuyo pH salival se encuentra en el rango de pH que va entre 7,1 y 8.
También podemos observar que Candida glabrata se encuentra en mayor
proporcién en un menor pH salival, disminuyendo en su proporcion con respecto a
las otras especies a medida que aumenta el pH, Candida albicans, se encuentra
en mayor proporcion en las muestras de saliva con pHs mas alcalinos.
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E2. Recuento de Candida albicans en Pacientes DM2 versus pH Salival.

Se aisl6 un total de 30891 UFC/ml de Candida albicans (56% del total de
levaduras aisladas). El mayor recuento de Candida albicans, se encontré en los
pacientes que tuvieron valores de pH entre 7 y 7,5. Sin embargo, un paciente tuvo
crecimiento en césped de Candida albicans, al considerarlo, el recuento seria
mayor en el rango de pH mayor a 8. Se observé ademas que no hay asociacion
entre recuento de Candida albicans y pH salival (rho: -0,13, p=0,36). Ver grafico 9
y tabla 14.

UFC/ml
14000 A
12000 A
10000 A
8000 -
M UFC/mIC. albicans
6000 -
4000 -
2000 -
0 T pH Salival
7,01-7,5 7,51-8

Gréfico 9. Distribucién de Candida albicans en pacientes DM2 versus pH salival.

UFC/ml segin compensacion metabdlica

286 123

p=0,01

8845 2677
5112 399 p=0
12007 1442 p=0

Tabla 14: Recuento de Candida albicans en pacientes DM2 compensados y
descompensados versus pH salival.

Hubo diferencias estadisticamente significativas al comparar a los pacientes
compensados y descompensados en los distintos intervalos de pH analizados.
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E3. Recuento de Candida glabrata en pacientes DM2 versus pH salival.

Se aislé un total de 21476 UFC/ml de Candida glabrata (38,36% del total de
levaduras), siendo el rango de pH comprendido entre 7,1 y 8 donde se observo
mayor recuento de Candida glabrata. (grafico 10). Ademas, se observo que existe

una relacion discreta e inversa (rho: -0,3 y p=0,029) entre pH Salival y recuento de

Candida glabrata. Ver grafico 10 y tabla 15.

UFC/ml
14000 -
12000 -
10000 -
8000 -
M UFC/ml C. Glabrata
6000 -
4000
2000 -
0 y
7,01-7,5 7,51-8 >8 pH Salival

Grafico 10. Distribucion de Candida glabrata versus pH salival en pacientes DM2.

UFC/ml segiin compensacion
metabolica

381
3855 8730 p=0
8407 0 p=0

0 4 p= 0,04

Tabla 15: Recuento de Candida glabrata en pacientes DM2 compensados y
descompensados versus pH salival.

Hubo diferencias estadisticamente significativas al comparar a los pacientes
compensados y descompensados en los distintos intervalos de pH estudiados.
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E4. Recuento de otras especies de levaduras saliva de pacientes DM2 en

funcién de su pH salival.

E4i. Candida dubliniensis.

Solamente se observé en un paciente descompensado, con un total de 992
UFC/ml (1,77% de las levaduras aisladas en las muestras de saliva total) a pH
7,49. Cabe destacar que este paciente no presento otras especies de levaduras.
(Ver tabla 16)

E4ii. Candida tropicalis.

Se encontré un total de 1830 UFC/ml de Candida tropicalis (3,27% del total de
levaduras aisladas) distribuidas entre 3 pacientes: 2 descompensados (uno
presenté 21 UFC/ml en versus pH 6,85. El segundo presenté 1800 UFC/ml en
relacion a un pH 7,47. El paciente compensado present6 9 colonias en relacion a
un pH 7,75. (Ver tabla 16)

E4iii. Candida guilliermondii .

Se encontrd un total de 114 UFC/ml de Candida guilliermondii (0,2% del total de
levaduras aisladas), estuvo presente en saliva de dos individuos, uno
compensado presentdé 56 UFC/ml en un pH 7,28 y uno descompensado, quién
presenté 58 UFC/ml en un pH de7,64. (Ver tabla 16)

E4iv. Rhodotorula sp.

Este microorganismo, no pertenece al género Candida. Se encontré6 3 UFC/ml de
Rhodotorula a pH 7,2 en un paciente compensado, correspondiendo al 0,05% del

total de levaduras aisladas. (Ver tabla 16)
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E4v. Especies de Levaduras No identificadas.

Solamente 2 pacientes descompensados presentaron levaduras que no pudieron
ser identificados presuntivamente mediante CHROMAgar ni mediante PCR. Estas
fueron 198 UFC/ml a pH 7,03 y 247 UFC/ml a pH 7,64, correspondiendo al 0,35%
del total de levaduras aisladas. (Ver tabla 16)

Especie de UFC/ml segiin Rango pH N° Pacientes
Levadura 6,5-7 | 7,01-7,5 | 7,51-8 | >8 | Compensados Descompensados

C. dubliniensis 0 992 0 0 0 1

C. tropicalis 0 1800 9 0 1 2

C. guilliermondii 0 56 58 0 1 1
Rhodotorula 0 3 0 0 1 0

No identificada 0 198 247 0 0 2
Tabla 16. Distribucion de Especies de levaduras distintas de Candida albicans, en
UFC/ml, distribuidas segun pH salival en pacientes compensados Yy

descompensados.

Tabla 16: Las especies de levaduras distintas a Candida albicans se desarrollaron
en un rango de pH salival que va desde 7,01 hasta 8. Un mayor ndmero de
pacientes descompensados metabdlicamente presentaron estos
microorganismos, aunque no fueron exclusivos de ese grupo de pacientes.
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E5. Coexistencia de Especies de levaduras en Relacion al pH Salival.

Del total de pacientes de la muestra, 13 (25%) no presentaron levaduras (medida
en UFC/ml), 25 (48%) sOlo presentaron una especie, 8 (15,4%) presentaron
coexistencia de dos especies y en 6 pacientes (11,5%) coexistieron 3 especies de

levaduras (ver Grafico 11).
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Grafico 11. Coexistencia de Especies de Levaduras en funcién del pH Salival .

Este grafico muestra la coexistencia de levaduras de la muestra total, tomando en

consideracion cada valor de pH existente.

Al analizar estos resultados se obtuvo un rho: -0,39 y p:0,05.

La especie predominante en esta muestra fue Candida albicans y también la que
presentd mayor asociacion con otras levaduras en los distintos grados de

compensacion metabdlica y pH, como se observa en la Tabla 17.
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NUMERO DE PACIENTES

COMPENSA- DESCOMPEN- RANGO pH
ESPECIES DOS SADOS 65 | 70- | 75 8
-7 7,5 1-8
3 C. C. glabrata C. 1 2 1 1 1
albicans tropicalis
C. C. glabrata C. 1 1
albicans guilliermon
dii
C. C. glabrata No 1 1
albicans identificado
C. C. No 1 1
albicans guilliermon | identificado
dii
2 C. albicans No identificado 1 1
C. albicans C. glabrata 4 2 3 1 1 1
C. albicans Rhodotorula 1 1
1 C. albicans 12 12 2 9 9 4
C. dubliniensis 1 1
0 - 8 5 1 2 5 5
Total 26 26 7 17 18 10

Tabla 17. Coexistencias de Especies de Levaduras en Saliva de pacientes DM2.

N° de Especies

Coexistentes

3
2
1

0
Total

N° de Pacientes

Compensados Descompensados
2 4
4 4
12 13
8 5
26 26

Tabla 18. Comparacion diversidad de especies entre pacientes compensados y
descompensados metabdlicamente.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre pacientes compensados
y descompensados metabdlicamente al comparar el nimero de especies de
levaduras coexistentes en su saliva,
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F. PACIENTES DIABETICOS TIPO 2 NO PORTADORES DE LEVADURAS EN
SALIVA.

Como se mencioné antes, hubo 13 pacientes que no fueron portadores de
levaduras, de estos 8 estaban compensados y 5 descompensados, lo que no es
estadisticamente significativo. Cabe destacar que en otros pacientes se encontro
presencia de levaduras en esos mismos pHs. (Ver tabla 19)

Rango N° de Pacientes
pH Compensados | Descompensados X?
6.5-7 1 0| p=03
7,01-7,5 1 1 p=1
7518 3 2| p=06
>8 3 2| p=06
Total 8 5

Tabla 19. Distribucion de los pacientes Diabéticos tipo 2 no portadores de

levaduras segun pH salival y compensacion metabdlica

Tanto las diferencias entre pacientes no portadores de Levaduras con respecto al
pH salival como con respecto a su estado metabdlico no fueron estadisticamente

significativas.
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6) DISCUSION

El objetivo de nuestro estudio fue asociar pH salival con el recuento y diversidad
de levaduras del género Candida en pacientes DM2 con distinto grado de control

metabdlico.

Segun relata la literatura, pacientes con DM2, independiente de su control
metabdlico, pueden presentar un menor pH salival en comparacion con pacientes
no diabéticos. Prathibha y sus colaboradores, en el afio 2013 describen en
promedio, un pH salival de 6,69 en pacientes diabéticos en comparacién con
pacientes sanos que presentan un pH neutro o muy cercano a ello. En nuestro
estudio, si bien no hubo diferencias en el pH salival entre los pacientes
compensados y descompensados, se observd una acidificacion del pH salival en
en el grupo de pacientes con control metabdlico deficiente de la enfermedad

(HbA1c>7%), fendbmeno no observado en el grupo de pacientes compensados .

La literatura relata que pacientes con DM2 compensados metabdlicamente,
presentan valores de pH considerados normales segun lo descrito por Negroni en
el 2009 (pH entre 6,5 y 7). Llama la atencion entonces que sélo 7 pacientes de
nuestro estudio (de los cuales, 4 eran compensados), presentasen un pH salival
que podria ser considerado como normal. Si usamos el criterio descrito por
Sanchez vy cols. ese mismo afio, que considera normal rangos de pH entre 6,5y
7,5; 9 del total de pacientes tenian un pH salival normal. Este fendmeno podria
explicarse por factores no considerados en este estudio como la glicemia
instantanea del paciente, factor que ha sido relacionado inversamente con el pH
salival en pacientes diabéticos (Arrieta y cols., 2003), asi como a la presencia de

factores locales como caries dental o alteraciones en los electrolitos salivales.

Es importante hacer notar que si bien en la literatura se describe que a mas afos
desde el diagnéstico de DM2 existe mayor recuento de levaduras del género
Candida en boca debido al dafio acumulativo producto de la enfermedad (Garcia y

cols., 2000), en nuestro estudio estas variables no se vieron asociadas.
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La relacion inversa entre pH salival y grado de control metabdlico en pacientes
con DM2 descompensados que se establece en este estudio, podria explicar en
parte la mayor predisposicion de estos pacientes a desarrollar candidiasis ya que
un entorno mas acido repercutiria en un aumento del niamero de levaduras
(Araujo y cols., 2014), asi como en la activacion de proteinasas y fosfolipasas, lo
que también se ve favorecido al existir un ambiente rico en glucosa
(Samaranayake y cols., 1984). Sin embargo, en este estudio no pudimos evaluar

esto debido a que la presencia de candidiasis clinica fue un criterio de exclusion.

En el presente estudio, no se encontré6 una relacion entre el pH salival y el
recuento de levaduras, lo que se contradice con lo mayoritariamente descrito en la
literatura, pero coincide, por ejemplo con los estudios de Hibino y cols. (2009), y
Suarez y cols. (2013), quienes no encontraron relacion entre el pH salival y el

estatus de portador o no de Candida sp. o entre éste y el recuento de levaduras.

En este estudio 75% de los pacientes resulté ser portador de por lo menos una
especie de levadura, siendo Candida albicans el microorganismo
mayoritariamente aislado (en un 73% de los pacientes), valor independiente del
control glicémico y del pH salival, similar resultado al de Suarez y cols. (2013)
quienes evaluaron la prevalencia de especies del género Candida en DM2 en Cali,

Colombia y hallaron porcentajes similares (74,8% de portacion de Candida sp.).

La mayor cantidad y diversidad de especies de levaduras se obser6 en el rango
de pH entre 7,01 y 8; lo que condice con lo descrito por Negroni en su libro
“Microbiologia Estomatoldgica, Fundamentos y Guia Practica”, segun esta autora
“la mayoria de los microorganismos presentes en la cavidad bucal requieren de un

pH cercano a la neutralidad para subsistir”.

Respecto del total de levaduras aisladas, se encontr6 un 43,6% de Candida no
Candida albicans, un 0,05% del género Rhodotorula. EI 0,35% de especies de
levaduras no pudieron ser identificadas. Vale decir, encontramos un 44% de
levaduras distintas de Candida albicans, todas las cuales han sido antes aisladas
en pacientes diabéticos y asociadas con resistencia a los azoles, pero con

susceptibilidad a Anfotericina B y Flucitosina (Bremenkamp y cols., 2011.; Bokor-
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Bratic y cols., 2013).

Esta alta proporcion de levaduras distintas a Candida albicans encontradas en
nuestro estudio, debiese otorgar evidencia respecto a la necesidad de modificar el
enfoque terapéutico de las candidiasis. El clinico, al verse enfrentado a una
infeccion de este tipo, generalmente lo asocia a la presencia de Candida albicans
y se administra al paciente una terapia antifingica basada en nistatina, clotrimazol
o0 algun otro miembro de la familia de los azoles, sin importar su condicién
sistémica u otros factores asociados. Estos farmacos no necesariamente tienen
efecto sobre estas especies de levaduras, o que permite la persistencia de la

infeccion y favorece mayor resistencia a antifungicos.

Candida glabrata estaria inversamente relacionada con el pH, pero no asi con el
control metabdlico de la enfermedad, siendo este el segundo microorganismo mas
aislado, resultados que en general no concuerdan con la literatura que describen
niveles de cuantificacion menor (Bokor-Bratic y cols., 2013; Bremenkamp y cols.,
2011).

En tres pacientes compensados se encontr6 Rhodotorula, levadura del phylum
Basidiomycetus, que produce pigmentos carotenoides (Miceli y cols., 2011). Se
encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, en distintos sitios como en el
suelo, aire, ecosistemas acuaticos, plantas y frutas. En humanos se ha aislado de
ufias, piel, esputo, orina, heces y manos. Tradicionalmente se le consideraba un
saprofito no virulento (Meneses y cols., 2013), pero en las ultimas décadas ha
emergido como un patdégenos oportunista, especialmente asociado a pacientes
inmunocomprometidos o portadores de valvulas cardiacas, siendo el cuarto tipo
de levadura no Candida mas frecuentemente aislada en estos pacientes (Orlandi
y cols., 2014). La presencia de Rhodotorula en la cavidad oral de pacientes
diabéticos no es novedad, ya en 1995 Aly y sus colaboradores encontraron este
microorganismo en la cavidad oral de pacientes diabéticos mediante el uso del
sistema API, al igual que en este estudio. En 2004, Nowakowska y sus
colaboradores encontraron presencia de este microorganismo en cavidad oral de

embarazadas diabéticas y con diabetes gestacional. La presencia de este
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microorganismo en la saliva de pacientes diabéticos, debe ser tomado en cuenta
dado que ha sido descrita su resistencia a la familia de los azoles y todos sus

derivados, inclusive itraconazol (Garcia y cols., 2001).

En la literatura se ha descrito mayor diversidad de especies del género Candida
en pacientes diabéticos, especialmente en aquellos descompensados (Suarez y
cols., 2013; Bremenkamp y cols., 2011), lo que no se replicé en este estudio, ya
que, si bien hubo mayor cantidad de pacientes descompensados que presentaron
levaduras distintas de Candida albicans, no hubo asociacién entre el control
metabdlico y diversidad de levaduras presentes en saliva de los pacientes
diabéticos. Sin embargo encontramos una relacion inversa entre diversidad y
ndamero de especies de levadura coexistentes en saliva de pacientes con DM2 y
su pH salival, lo que otorga mayor evidencia a la necesidad de modificar el
enfoque terapéutico de las infecciones micéticas de la cavidad oral de los

pacientes diabéticos basados en la acidificacion salival de éstos.

Se ha descrito en la literatura que el Fluconazol no tiene el mismo efecto en un
ambiente acidificado (Aradjo y cols., 2014), fendmeno que se encontraria en
aguellos pacientes con DM2 descompensados. Asi mismo, se ha descrito que
Candida albicans es capaz de disminuir el pH del medio si este es rico en glucosa
(Samaranayake y cols., 1984). En este estudio, encontramos también mayor
diversidad de especies presentes, de las cuales muchas son resistentes a los
antifingicos del tipo azoles, lo que hace pensar en la necesidad de replantear las
actuales guias terapéuticas y la forma de abordar al paciente diabético, que
claramente requerira cuidados y tratamientos especiales para poder dar solucion

integral al problema que le aqueja.
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7) CONCLUSIONES:

1.- Existe una relacion inversa entre pH salival y grado de control metabdlico,
medido mediante HbAlc en pacientes DM2 descompensados.

2.- Existe mayor recuento de levaduras, medidos en UFC/ml, en pacientes con
DM2 descompensados con respecto a sus pares compensados.

3.- Candida albicans es la levadura méas frecuentemente aislada de saliva de
pacientes con DM2, independientemente del estado de control metabdlico y pH
salival que presente el paciente.

4.- Candida glabrata se asocia inversamente con el pH salival en pacientes DM2.
5.- Existe presencia de especies de levaduras en saliva, distintas de Candida
albicans en pacientes con DM2 dentro de las cuales, Candida glabrata fue la mas
aislada.

6.- Existe una correlaciéon inversa, entre diversidad de especies de levaduras y su
coexistencia con el pH salival en pacientes con DM2.

7.- No hay asociacién entre coexistencia de levaduras salivales y la compensacién

metabdlica de pacientes con DM2.
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8) COMENTARIOS Y PROYECCIONES

Dado que es preciso seguir estudiando la problematica de los pacientes con DM2
dada la alta prevalencia de candidiasis oral en éstos, se necesita ampliar el
tamarno de la muestra, idealmente mediante la realizacion un estudio multicéntrico
en nuestro pais para asi identificar las levaduras mas prevalentes en la poblacién
Chilena, estableciendo protocolos de atencion mas certeros, ademas de obtener

analisis estadisticos extrapolables asi a nuestra poblacion diabética.

En base a lo anteriormente enunciado, se hace patente la necesidad de obtener
muestras de lesiones producto de candidiasis oral en estos pacientes o desde sus
prétesis en caso de que las utilicen, para asi tener una visibn mas integral de los

microorganismos presentes en la cavidad oral de estos individuos.

Finalmente, si bien en el presente estudio no se pretendi6é analizar la eficacia de
CHROMAgar Candida como método de identificacion de levaduras de la especie
Candida, es necesario mencionar que en la gran mayoria de los casos (mas del
90%) la identificacién presuntiva obtenida por este medio fue ratificada mediante
métodos moleculares, como el PCR por lo que CHROMAgar Candida seria un

método costo-efectivo en la realizacién de estudios epidemiolégicos.
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3 Taves e métndos modemos como (35 preshas en saha, nos permitirian tener una
atemativa eficaz aprovechando 135 vertaias de este Nuklo (Metodo de recoleccion no
Invasive, de bajo costo y Tacll de evakmcon). En esle eshule 58 propone analizar en
140 pacientes, MagNOSIcados con dabstes o 2, 105 Niveles 08 -2-Mmacmgobulng
20 salva y 5l exisle una asociacion on los valores de HoAl en sangre, de modo de
determinar 13 exactiud de este mMeédndo para Glagnostcar contml metabdilco. Este
poiocoio a5l presentado muestra gran utildad para los particpantes v @ sodedad con
esCas0 Mesgo, pues enfregard dafos objefivos, con un amplio potendal en 13
generackin de un blomarcador sallval que benefclard & fratamient ¥ evaluackin o
esiado de progresion oe las enfermedades cronicas, v @mbien, repercutic en 13
caldad de vida de 06 sujetos que patecen de ostas enfemedades. Se ha seflalado la
deblia pmtecsin a los participantes, teniendo en cuenta 25 Buenas Pracicas Clinkas
y Oebidaments Infrmacda en un Consantimiento Infomiado que o partcipanis fima
libr2 & Infamadameants.

En caso de dafios eveniuaies o problemas vinculatos COMO resutado de ia
Investigacion &l Comba ebard s Infonmiado en un [3ps0 No Mayor 3 48 horas.

En consecuencla, & Comité Ebico Clentifco de la Facultad de Cdontoiogla de |a Universidad de
Chile, APRUEBA o estudicc “VALIDACION DE a2-MACROGLOBULINA DETECTADA EM
SALIVA, COMO INDICADOR DE CONTROL METABOLICO DE LA DIABETES TIPO 2=
Arfeproyecio de tesis Magisier Clencias Odoniologicas, Mencion Patoiogla y Medicina Orar,
Version del 25 de Abrl 2013, que sem realizado por & Dr. Jusn Pabio ARken, bap B
supanvision del Dr. Gonzaio Rojas.

Este Comité se nesena o darecho te montiorear este proyecto s fusra necesarnio y una
vez finallzado & estudio & comité debera ser informado e los resultados del estudo

[

Principal
Secretaria CEC.
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Fecha Hora:

Nombre:

FICHA CLINICA

Edad

Teléfono:

Rut:

Mail:

Direccion:

Talla: Peso:

Perfil Lipidico:

Fuma (cuanto)

Nefropatias
Neuropatia

Retinopatia
Hipertension

METFORMINA:
INSULINA:
OTRO:

71

Anamnesis:

Edad de diagndstico de diabetes

HbA1c

Fecha

Glicemias:

NO

1. ¢Siente la boca seca usualmente? . . ..

2. ¢Siente la saliva espesa? . . ..

3. ¢Siente sensacion de ardor en lalengua? . . ..

4. ¢Necesita tomar liquidos para tragar la comida? . . ..

5. ¢Tiene dificultades para tragar? . . . .

Mucosa Oral:

Lengua:

Sl

HE RN
HE RN
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Fecha
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San

Agts da Concantimianto Informada

Ecia acts de concantimismto, flens comeo fin eniregar a Ud, tods la informaocisn necscars v
axpliofiar oo compromicos cuyos, como paclents v ool de ks InvecSigadorss, para que Gu
parbolpaoltn an ol sciudio: Svalldackon del omaroador aifs-2 - macroglobuling en callva hurnana
aoms hermamiants complemantaris para o conrol metabdlioo g packsniss oon diabedess tpo 2
caa ks, Informada v wolundari.

A contimacion, nsted declary que:

1.

=l

Al fomar este docamente, volentariamente doy mi consentimisnbs pars participar de
mna investigacitn, patocineds por la Asociaciim de diabdtcos de Chile [ADICH]),
institucidm de asistencia social sin fines de hucro, whiceds eo la calle Coesbec 496 v por
la Faculted de Odomiclogia de la Umivemidad de Chile, domicliada en Sergme
Livingstone Polhammer %43, El profosional responsable de esta ivvestigaciom e el D
Gonzalo Fojes Alcayam v ws malizado adepsis, por los Doctomes Juzn Pablo Atien,
Irune Morales v Alsjandro Escobar, todos académices de la Faceltad de Cdontologia de
12 Univarsidad de Chila.

Estoy em cooocimisndo que @sta imvestgecitn tiens como chjetive validar en saliva
bumana, una sestancia proteica que circels o el cuerpe de s persomas denomineds
alfs-?-macreglobolins v que pretends so bo sucesive, ser de wiilidad pars @] proodstice
¥ comirel metabolios de la diabetes mellus tpo 2.

Comprendo gee 56 me mealizard wna enirevisty con algenes pregantas relacionadas con
mi esade de salud vy simtomaiologia asociada a patonss salivales. Ademas, comprendoe
e 5% me realizard un sxamen clinico bacal ¥ toma de muesta de saliva por parte de
un cirgjane dexdisiz

Autorizo 2 goe &l cimyjenc demtista mespomsable de la investigacitn, temga accewo & mi
Bk clinica tmica ¥ exchidvaments pars obtensr &] dato de la Hemoglobina Glicosilady
sl cas0 gee yo lo ignore. Este dato o5 necesario para valider o alfa-2-macroglebualing.
En caso que eshe dato wa de mi comocimispto ¥ soimegus o5 informacion al
profesiomal com el decumeste que le cartiBqne, «] cimjano dantista no podrd acceder 2
mi fcha

El cirnjans demtista pusds estar acompaiiade por aluwmes de pregrado de by Facaltad de
Jdontologia de la Universidad de Chile, a quisnes antorizs para que swhin presenbas.,
realizande bomes de colabomcito ol profesional, pero oo tendrin accese a L ficha
clinica.

Fodrn ser mehtados para eata investigacion, mjetos de ambos wxos mayoms de 30
afios com diapnostice de diabetes tipo 2 confirmada e 1a ADICH conforme sl criterie
eitzblocide por &l MBlimstwric de Saled (WMINSAL) Mo podin ser mchitados los
volumtarios qoe presenten sofermedades rewmatologicas, goe bayan side oradiades so
moma da cabaza ¥ cusllo, con wnfermedsde: tarminales, com dafin neurcldgico, com
procesos inflametorios agedos o boca ¥ omjeres sembareadas.

Comprndo qoe &l odontdloge, me realivard algemes pregznias relacionsds: com mi
estedo de salud ¥ postericrments me solicitard  junter saliva doreste 5 edmubos s nm
tobo plastco el Curests este procedimisnbs, deberd pemmanccer wotade ¥y oo
COmVErsard miemiras e realice la medicion Ademas, no debo kabear ingeride alimwntos,
femado, masticade chicles ni habermse lavado los dismtes, por lo menos, una hora a:l:u:q-s-
de la mcoleccion walhval Debers adepsts, apagar o mamtener en .qu.l:l.-:l.-:-m-:-nhhn.'l

Declaro gos mi participacids en ewte estodie eu libee v volentarda, p'u.ﬂluﬁ:- mr}u.':-: ‘%"S-

abandomarlo an ol mromento que deses, lo que no me afctara do ningam modd!’ - oaurTE

l=k
OE

Lk
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Compmndo gque ningune de bos procedimicmtos mwocicmados (examen clinico,
sntrevista ¥ depdsito de saliva) tendra costo para mi persoza.

Compmndo gos oo hxy wn bepsficie direct: pam mi perscma, pero mi participacien
podria ayedar 2 encontar wn médode clixico no Imwsive (G0 Decesidad de pencicn
venosa) pare b medicion del comtrol metabolico de la disbebes mellims tipos X goe
podria benefciar a todos Jos pacientes disbaticos.

Estoy en conocimviente que oo wsi comsidersds nna meiribeciin scondmice para mi Sin
ambargo, ¥ por el hecho de participer so &l sstadio, wodrd ol derecho a goe se me
nforme sobre los menbtados de los cxdmencs goe e Do practicardn y 2 recihir un
COTEG0 T orientecisn vie posihle derivaciin miédica o dental sagin corresponda, e al
casy de observarse alguna condicien o lesion patolegica observada En este caso., no
sxiste obligacion de la mstimciém a casge (Faculed de Odontelogia de 1 Undversidad
de Chile)) o a Jos investigadores, a hacerse cargo so forma pramity del tatamdesto de su
sofurmedad Sin wmbarge, contard con &l bensficio de ser dervade Facultad de
Odontologra de la Universidad de Chile para tafardesdo odontologice.

2 Entignde que la informaciém obtenida de mi persona, wed matada de manera

absolytamente confidencial, v tmicemente wtilizada para fines de imwstigacien sin fines
de lucro. bli nombre ¥ datos pemonales jamas werdn bdextificados pubhcanenie
Estoy en conocimisnto goe los fmvestigadores, podrés obtener a partir de mi saliva,
adersy de la informacion de la alfa-I-pacroglobmline, datos del pH, concentracién de
protutnas Hhoes v capacidad toffer.
Compmndo que low resultados gue e obmngan & la immstgacion, posden ser
divulgados so congresos o publicades wn mna revista de investgacitn, manteniendo mi
identificacidn an estncts confidencialidad 5i lo swoiers, los imvestpadores me haran
llogar un resnumen coo los principalss msultados obdunidos.

que Lo datos obtenidos semm codificados vy sole s wiarin pama erte wsbadio,
werim lo goe dicts la ley 19628 sobre proteccicm de dstos de cerdcter perscmal y
disposicionss aplicables al secredo profesicml
Si necesite aclarar cmlquier doda respecto de esta imwestigacion ¥ de o participacicn
e &l o sl Decesitn mas informacion para tomar la decizitcs de participes, debo dirigimee
al Dr. Joan Pablo Aftken, al Dr. Goozale Bojas o al Dr. Alsjandro Escobar. Direccitn:
Sergic Livingstone Polhampegr 243, Independencia. Teldfono 9TE1ELl do lunes a
viermes emtre E:00 AN v 13:00 AM. Comeo electmonico: jaitkensimm uchile cl.

. Para cealquisr achmacion sobre mis derechos como wolintario para esta Imvestgacion,

puedo tomar contacto com &l Prusidents dal Comité de Ed de la Faculted da
Ddombologia de [ Unhwersidad de Chile, Profesora Mara Angélica Tormes. Direccion:
Sergio Livingstons Polhampwsr 543, Independencia.

Lal 13 Informadion precedente o me [ leyeron. He fenido 13 oporiunidad de hacer preguntas
acerca oe dla y todas las preguntas gue s& me hidemn, fuson respondidas 3 mil entera
saisfacein. Conskento volunERamente parbicipar en estudio y entiendo que tengo & denecho a
reumeual:m:edmmmeremmmawammmm £iN pOnEr en nesgo ni

mil saiud nil mi s
Fecha de apllcacion
MNomire del wiumnano Firmna ol voluntano
FiGmiNe del nvesigador que e & o, Pl oal ITvestgador
MOMiFe gl INvesigadon responsanle 02 proyecn. Firma ol In :
-:--'-. .-‘-_---
B "R
Se ha enfregado una copla de este documento 3l participante| . I*
ETICA /&
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