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RESUMEN

Introduccién: La Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad cronica
altamente prevalente que debe ser rigurosamente monitoreada para evitar
complicaciones asociadas a su descompensacion, la cual es establecida cuando los
sujetos presentan valores de Hemoglobina glicosilada (HbA1c) mayores a 7%. Esto
puede asociarse a una acidificacion del pH salival, lo que afectaria el crecimiento y
diferenciacion de levaduras del género Candida provocando aparicion de
Candidiasis. Es relevante determinar numero y especies de levaduras presentes en
saliva de pacientes diabéticos y la susceptibilidad de éstas a los distintos

antifungicos para mejorar el enfoque terapéutico.

Materiales y Métodos: Se recogieron muestras de saliva no estimulada de 52
pacientes con DM2 de la Asociacion de diabéticos de Chile (ADICH). Se les midi6
pH salival y se cultivaron en placas de Agar Sabouraud, realizando el recuento de
colonias en UFC/ml. Se identificaron las especies en forma presuntiva en
CHROMAgar Candida® confirmandose luego mediante PCR con partidores
especificos. Se cultivaron los aislados de C.Albicans en Agar Sabouraud Tetraciclina
con discos de difusién de Nistatina y Fluconazol para medir la susceptibilidad en
milimetros. Se utilizé el test de Spearman para correlacionar las variables HbA1c, pH
salival y cantidad de UFC/ml; también para HbA1c y susceptibilidad en mm. a los
distintos antifungicos, t-test para comparar ambos grupos 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: El 50% de los pacientes estaban descompensados. El 66% del total de
levaduras aisladas fue Candida albicans, 43,6% Candida no albicans, destacando C.
Glabrata. En pacientes con DM2 descompensada, se observd asociacion inversa
entre valores de HbA1c y pH salival. A mayor acidificacion salival se observdé mayor
diversidad y cantidad de levaduras del género Candida. No se observo relacion entre
valores de HbA1c y susceptibilidad a nistatina o fluconazol. Se observé una leve

correlacion inversa entre pH salival y susceptibilidad a nistatina.
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Conclusion: La descompensacion metabdlica en pacientes con DM2 puede resultar
en acidificacion del pH salival afectando la cuantificacion, diversidad de levaduras y
la susceptibilidad de éstas a la terapia antifungica.
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Diabetes Mellitus

En Chile la Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronica de alta prevalencia,
lo que la convierte en un problema de Salud Publica. Alrededor del 9% de la
poblacidén es diabética y se estima una proyeccion global del 50% al afio 2030
(Minsal 2010 (a)).

La DM corresponde a un conjunto de enfermedades metabdlicas cronicas
originadas por defectos en la secrecién y/o accién de la insulina en los distintos
organos, caracterizada por la hiperglicemia. El aumento plasmatico sostenido de
los niveles de glucosa se asocia a dafio en distintos 6rganos y sistemas, como por
ejemplo microangiopatia, neuropatia periférica, insuficiencia renal croénica,

ceguera, muerte prematura, etc. (American Diabetes Association, junio 2014).

Diagnoéstico de DM

El paciente diabético puede o no presentar sintomas. En la figura 1, se describe el
algoritmo de diagnostico de diabetes y otras condiciones asociadas como
intolerancia a la glucosa, mostrando los pasos a seguir en caso de sospecha de la
condicion segun la guia clinica del Ministerio de Salud (Minsal 2010(c))
La Asociacion Americana de Diabetes, “ADA” por sus siglas en inglés, indica la
confirmacion de diagndstico al presentarse uno de los siguientes cuatro criterios
(American Diabetes Association, 2011):
* Hemoglobina glicosilada (HbA1c) mayor o igual a 6,5 %.La prueba debe
realizarse en un laboratorio que use un método certificado y estandarizado.
* Glicemia mayor o igual a 126 mg/dl en periodo de ayuno. El ayuno se
define como la no ingesta caldrica por lo menos 8horas.
* Glicemia mayor o igual a 200 mg/dl 2 horas postprandial. La prueba debe
realizarse con una carga de glucosa que contiene el equivalente de 75 g de
glucosa anhidra disuelta en agua. (Prueba de tolerancia oral a la glucosa).



» Sintomas clasicos de crisis de hiperglicemia, con valores de glicemia mayor

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

Sin sintomas clasicos Sintomas clasicos de diabetes
En individuos = 45 afos sin otros factores de (polidipsia, poliuria y baja de peso)
riesgo, solicitar glicemia en ayunas ¢/3 anos. i
Realizar examen a edades mas tempranas 0 mas
frecuentemente en personas con factores de Glicemia a cualquier hora del dia
riesgo.
Y I
Glicemia en ayunas 2200 mg/dl
Y
Y 4
<100 mg/d| 100-125 mg/d| 2126 mg/dl
en al menos dos
examenes
Y
PTGO:
glicemia en ayunas y 2 horas post-carga glucosa (75 g)
Y
Clasificacion del paciente segun glicemia:
ayunas 2h post-carga
Normal <100 y <140
GAA 100-125 y <140
IGO <126 y  140-199
GAAYyIGO 100-125 y 140-199
Diabetes * 2126 o 2200
v
¥ ¥ Y ¥ L4
Pre-diabetes:
Normal s6lo GAA 0 5610 1GO 0 Diabetes *
GAA + IGO0
1 ¥ v v
Realizar nuevo tamizaje Estrategias para prevenir la diabetes y modificar Iniciar tratamiento
con la periodicidad que factores de riesgo CV.
corresponda al nivel de Realizar nuevo tamizaje con la periodicidad que
riesgo. corresponda al nivel de riesgo.

Figura 1: Algoritmo de diagnostico de diabetes, glicemia en ayunas alterada
(GAA) e intolerancia a la glucosa oral (IGO) (Minsal 2010(c))
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Clasificacion de la Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus tipo 1 o Insulino dependiente, es provocada por un ataque
autoinmunitario a las células beta pancreaticas, lo que produce la ausencia de
produccion de insulina (Minsal 2013). Debuta en la nifiez o adolescencia,
corresponde aproximadamente al 8% de la poblacién diabética. El tratamiento
consiste de la administracion de insulina subcutanea acompafada de dieta y

ejercicio.

La Diabetes Mellitus tipo 2, esta asociada principalmente a estilos de vida poco
saludables, en los cuales hay un gran consumo de carbohidratos asociado a
sedentarismo y corresponde a la mayoria de poblacion diabética, alrededor del
90%. 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). El
tratamiento es farmacologico acompafiado de cambios en el estilo de vida del
paciente.

Se reconocen ademas, la Diabetes Gestacional, definida como cualquier grado
de intolerancia a la glucosa de debut en el embarazo y otros tipos de Diabetes
atribuidas a causas especificas tales como anomalias genéticas de células 3 del
pancreas o0 accion de la insulina, enfermedades del pancreas, infecciones,

alteraciones hormonales, sindromes y drogas, entre otras.

Compensacion metabdlica de la DM e implicaciones

La DM como enfermedad cronica, debe ser cuidadosamente controlada por
el individuo y permanentemente monitoreada clinicamente para evitar la
descompensacion del paciente. Al respecto, se ha establecido como marcador de
progresion y complicaciones asociadas a la patologia el nivel plasmatico de
Hemoglobina glicosilada (HbA1c).
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Este examen proporciona los datos mas certeros respecto de la verdadera
condicion del manejo de la enfermedad (Sacks, 2011). Refleja la glicemia media
de un periodo de 3 meses y tiene un fuerte valor predictivo de complicaciones
derivadas de la diabetes. Se debe realizar de forma rutinaria en todos los
pacientes en la evaluacion inicial y luego se recomienda una medicién dos veces
al afno en aquellos pacientes estables que han logrado sus metas terapéuticas, y
hasta cuatro determinaciones en un afio en quienes se han realizado cambios en
el esquema de tratamiento o no han logrado las metas (American Diabetes
Association, 2014).

La hemoglobina es una proteina presente en los eritrocitos, donde el 90%
de estas proteinas corresponde a la Hemoglobina A (HbA) (Goldstein y cols.,
2004). La glucosa que circula en la sangre puede unirse a la cadena 3 de la
hemoglobina, formando la HbA1c. La vida media de los eritrocitos es 120 dias, y
en consecuencia, el examen de hemoglobina glicosilada representa la
concentracion de glucosa promedio durante los 8 a 12 semanas anteriores (Sacks,
2011).

Nathan y cols. (2008) correlacionaron niveles de HbA1c y promedio de
niveles de glucosa en plasma, indicando que existe una fuerte relacion entre
ambas variables (r = 0,92), por lo que puede justificarse para su uso en el control
de esta patologia. La medicion de hemoglobina glicosilada tiene ciertas ventajas y
desventajas (tabla 1) (Sacks, 2011; Herman y cols., 2012):
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‘ Ventajas ‘ Desventajas
No requiere ayuno y puede obtenerse en | Puede ser alterada por factores no

cualquier momento del dia glicémicos como raza o etnia

Se usa una muestra Unica de sangre total Condiciones de salud como Anemias o
Hemoglobinopatias pueden interferir en la

medicidon

El resultado no se altera por factores | Costo superior a otros examenes
agudos (estrés, ejercicio, enfermedades | relacionados

agudas)

Muy poca variabilidad bioldgica Puede no encontrarse disponible en

algunas areas

Refleja concentraciones de glucosa a largo

plazo

Tabla 1: Ventajas y desventajas de la medicion de HbA1c (Herman y cols., 2012)

En pacientes diabéticos, uno de los objetivos terapéuticos es mantener los valores
de HbA1c bajo el 7% lo que segun la American Diabetes Association (ADA) se
certifica como un buen control metabdlico de la enfermedad o paciente
compensado. Este valor no es arbitrario debido a que esta descrito que
porcentajes de HbA1c menor a 7% se traducen en una reduccion de las
complicaciones microvasculares de la DM2. Desafortunadamente, en el pais solo
un 36% de la poblacién DM2 en tratamiento cumple con este parametro (Minsal,
2013).

Personas con un mal control metabdlico de la DM o descompensados,
determinado por un valor de Hemoglobina Glicosilada igual o superior a 7%,
relatan con mayor frecuencia xerostomia y disgeusia (Odds y cols., 1994; Moore et
al, 2001; Prathibha y cols., 2013), ademas de otras alteraciones salivales
cualitativas como: aumento en la concentracion de glucosa salival (Syrjala y cols.,
2003), disminucion del pH Salival (Carda y cols., 2006) producto de la alteracion
ionica de este fluido (Bernardi y cols., 2007), alteraciones en la capacidad tampodn
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(Carda y cols., 2006), aumento de la concentracion de proteinas totales provocado
por un aumento en la actividad microbiana o por proteinas del Fluido Gingival
Crevicular (FGC), cambios en la concentracion de electrolitos salivales (Prathibha
y cols., 2013,) los que incluyen;

- Aumento de sodio

- Aumento de calcio,

- Aumento de potasio,

- Aumento de la concentracion de urea,

- Disminucion de Zinc.

Estos factores se traducen en un mayor riesgo en el desarrollo de periodontitis y
caries (Garcia y cols., 2000). Ademas, un control metabdlico deficiente 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). Esto de igual forma se manifiesta en la cavidad oral
mediante una mayor tasa de periodontitis, caries e infecciones por levaduras del
género Candida (Garcia y cols., 2000). Lo que se ve agravado por una
disminucién en la Velocidad de Flujo Salival (VFS) al afectar las funciones de
arrastre, lubricacion y proteccion de la saliva (Chavez y cols., 2001) (Prathibha y
cols., 2013).

Levaduras del género Candida

Candida es un microorganismo perteneciente al Reino Fungi el cual se encuentra
supeditado al Dominio Eukarya, este género engloba a mas de 150 especies.
Candida albicans es la especie aislada con mayor frecuencia en el ser humano,
siendo un hongo unicelular oportunista normalmente presente en cavidad oral,
tracto respiratorio alto, sistema gastrointestinal, tracto genitourinario y piel (Lopez y
cols., 2004).

Los principales factores de patogenicidad de Candida albicans son: switch
fenotipico (cambio morfolégico entre levadura, formacion de hifas y pseudohifas)
(figura 2), secrecion enzimatica, expresion diferencial de genes en respuesta al

ambiente, sintesis de adhesinas y su capacidad para formar biofilms (Castrillon y
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cols., 2005), las que contribuyen a la generacion de resistencia a los antifungicos
(Ford y cols., 2015).

Hypha

Figura 2: Se observan los cambios morfologicos de Levadura (a), pseudohifa (b) e

hifas (c) de Candida albicans

Las infecciones por levaduras del género Candida spp. son especialmente
relevantes ya que entre el 30 y 50% de los adultos sanos son portadores del
microorganismo sin presentar signos ni sintomas de enfermedad (Fotos y cols.,
1992). Sin embargo, la modificacion de las condiciones ambientales a las que este
microorganismo esta sometido regularmente provoca la aparicion de su
patogenicidad, generando una “Candidiasis”, infeccion fungica que puede ser local
(solo de las mucosas) o diseminada, afectando a todo el organismo, lo que suele
ocurrir en personas inmunocomprometidas (Rodriguez y cols., 2002).

Se ha observado que en pacientes con un mal control metabdlico DM2 se

presenta una mayor diversidad de cepas aisladas de la saliva o mucosas. En
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estos se ha reportado una colonizacion mixta por Candida albicans y especies de
Candida no Candida albicans (Torres y cols., 2002; Canton y cols., 2013). Las
especies no Candida albicans generarian infecciones fungicas de mayor severidad
(Lee y cols., 2013) y resistencia a la accion de antifungicos (Manfredi y cols.,
2006).

Las cepas no Candida albicans mas frecuentemente aisladas de pacientes
diabéticos descompensados corresponden, en orden creciente, a Candida krussei,
Candida ftropicalis y Candida parapsilosis (Torres y cols., 2002). La ultima
emergiendo como un patdégeno asociado a infecciones sistémicas, especialmente
en personas inmunocomprometidas o que utilizan aparatos protésicos como
valvulas cardiacas (Trofa y cols., 2008).

Como se menciond anteriormente, el término Candidiasis hace alusion a la
infeccion superficial (mucosas y/o tegumentos) o sistémica (visceras y/o sangre)
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 se producen en huéspedes que presentan
factores de riesgo, como uso de antibidticos de amplio espectro por tiempo
prolongado, agentes inmunosupresores tales como glucocorticoides, condiciones
como DM, SIDA, depresion de las funciones fagociticas o alteraciones locales del
sistema gastrointestinal (Castrillon y cols., 2005).Las afecciones sistémicas
presentan una tasa de mortalidad cercana al 40%, mientras que aquellas locales,
por lo general, no presentan riesgo Vvital, exceptuando pacientes
inmunodeprimidos, como los pacientes VIH positivo y trasplantados (Martin y cols.,
2011). Los protocolos actuales de tratamiento de la candidiasis son estandar
(tabla 2), se aplican de igual modo a todos los pacientes que presenten la
condicion. Comunmente el tratamiento comprende la administracion de
antifungicos orales como nistatina o diversos azoles, entre ellos, el fluconazol
(Koray y cols., 2005) (Minsal, 2010 (b)).



Droga
Anfotericina B

Nistatina

Clotrimazol

Miconazol

Ketoconazol

Fluconazol

Itraconazol

Presentacion

Pastilla 10 mg

Suspensién
oral, 100
mg/ml

Crema

Pastillas,
100.000
unidades

Crema

Solucién

Gel oral

Crema

Tabletas

Cépsulas

Cépsulas

Posologia

Disolver lentamente en boca, 3-4
veces al dia después de las
comidas, por 2 semanas como
minimo.

Colocar en boca después de las
comidas y retener cerca de
lesiones, 4 veces al dia por 2
semanas.

Aplicar en zona afectada 3-4
veces diarias

Disolver lentamente después de
las comidas, 4 veces al dia, por 7
dias.

Aplicar en zona afectada 2-3
veces diarias, durante 3-4
semanas

5 ml 3-4 veces al dia por 2
semanas como minimo
Aplicar en zona afectada 3-4
veces diarias

Aplicar en zona afectada 2 veces
diarias por 10 a 14 dias después
de que la lesién cure.

200-400 mg 1 6 2 veces al dia
con las comidas, por 2 semanas.

50-100 mg una vez al diapor2 a
3 semanas

100 mg una vez al dia,
inmediatamente después de las
comidas por 2 semanas.
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Observaciones

En caso de contar con
registro del ISP, al
momento de publicar esta
guia.

Absorcion desde el tracto
gastrointestinal
despreciable. Puede
causar nausea y vomitos a
altas dosis.

Efectos locales leves.
Presenta actividad anti-
estafilococo.

Ocasionalmente produce
reacciones locales leves.
Interactua con
anticoagulantes. Evitar en
porfiria.

Puede causar nausea,
vomitos, prurito y dafo
hepatico. Interactua con
anticoagulantes, cisaprida
y astenizol.

Interactda con
anticoagulantes,
terfenadina, cisapriday
astemizol. Puede causar
diarrea, dolor de cabezay
disfuncion hepatica.
Interactda con
terfenadina, cisapriday
astemizol. Puede causar
nausea, neuropatia y rash.
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Tabla 2: Ejemplo de protocolo de tratamiento, correspondiente al tratamiento de

candidiasis oral en el adulto mayor (Minsal 2010 (b))

Antifangicos

Nistatina

Nistatina es un antifungico perteneciente al grupo de los poliénos, se obtiene de
cultivos de Streptomyces noursei. Su funcidn es dependiente de la concentracion,
pudiendo actuar tanto como fungistatico 6 como fungicida. Se fija a los
ergosteroles de la membrana celular de los hongos, modificandola espacialmente,
lo que altera la permeabilidad de la membrana resultando en pérdida de
aminoacidos, purinas e iones por parte del hongo, con afectacién del metabolismo
celular (figura 3) (Martin, 1990). Nistatina tiene mayor afinidad por el ergosterol, el
principal esterol constituyente en las membranas celulares de los hongos, a
diferencia del colesterol, el esterol encontrado en las membranas celulares
humanas. Sin embargo, igualmente posee afinidad por el colesterol, esta
caracteristica la convierte en un farmaco potencialmente toxico, siendo
desaconsejable utilizarla sistémicamente debido a que la integridad de membrana
de células humanas se ve igualmente afectada, provocando la pérdida de potasio
intracelular y otros contenidos celulares. Dado que las bacterias no contienen
esteroles en sus membranas celulares, nistatina es ineficaz en contra de esta
clase de organismos, asi como también lo es contra protozoos, tricomonas y virus
(Ghannoum y Rice, 1999).

Nistatina se administra por via oral o tdpica, presentando una mala absorcion en el
tracto gastrointestinal, por lo que tras la administracién oral, es excretada casi

completamente en forma inalterada por las heces (Minsal, 2010(b)).
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Polienos: Se ligan a las
membranas celulares y las

Alilaminas:
Bloquean la formacion de ergosterol

en la membrana celular por pnpen.
inhibicion del escualenc. Azoles: Bloguean la formacion
de ergoesterol en la membrana
\ celular por inhibicién de

14-alfa- desmetilasa, depende
de citocromo p450.

Equinocandinas:
Inhiben 1,3 betagluca-
nos de la pared
celular

Bloquea
microtibulos
{iracelulares.

Flucitosina:
Ingresa activamente via
permeasa y bloguea
sintesis de DNA/RNA

Figura 3: Sitio de accidn de diversos antifungicos (Modificado desde Tapia, 2005).

Fluconazol

El fluconazol es el compuesto triazolico mas conocido y una alternativa terapéutica
habitual en el tratamiento de infecciones fungicas sistémicas especificas. Estos
compuestos actuan mediante la inhibicion de la enzima lanosterol 14-a demetilasa
en el complejo citocromo P-450 de los hongos. El resultado es la inhibicion de la
conversion de lanosterol a ergosterol, con la consecuente deplecion de ergosterol,
acumulacion de precursores y una peérdida de la integridad de la membrana
fungica (Ghannoum y cols., 2002). Los triazoles interactuan en diferente grado con
el complejo CYP-450 de la especie humana (figura 3) provocando interacciones
con otros medicamentos, generando un potencial aumento de los niveles
plasmaticos de otros farmacos que son metabolizados por estas enzimas
facilitando la aparicion de efectos adversos (Pea y cols., 2001).

Este compuesto tiene una alta biodisponibilidad luego de su administracién oral,
alcanzado concentraciones plasmaticas equivalentes al 80% de las obtenidas en
una dosis endovenosa. En su absorcion no interfieren en forma significativa los
farmacos inhibidores H* o los alimentos; ademas, su prolongada vida media
permite una administracion diaria. Este compuesto presenta mayores
concentraciones plasmaticas cuando se incrementa la dosis administrada. Debido

a su alta biodisponibilidad, la mayor parte de los pacientes pueden ser tratados por
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via oral lo que presenta mayor aceptacion e implica un menor costo a los
pacientes.

Las limitaciones mas importantes de fluconazol se deben a la resistencia natural
de algunas levaduras contra este compuesto (C. krusei) y a la capacidad de
adquirir resistencia en ciertas especies de Candida, a los ajustes de dosis
necesarios en pacientes con compromiso renal y a las interacciones con otros

medicamentos (Martin y cols., 1999).

La eficacia de fluconazol ha sido demostrada en varios estudios randomizados
controlados, comparativos, en los cuales se evalua el antifungico contra
anfotericina B deoxicolato, el cual era el antifungico disponible histéricamente para
el manejo de las infecciones diseminadas por Candida spp. antes del
advenimiento de fluconazol (Rex y cols., 1994, 2003).

Existe evidencia que distintas especies de candida desarrollan resistencia a los
antifungicos como el fluconazol (figura 4), debido a sus factores intrinsecos de
patogenicidad, anteriormente descritos (Ford y cols., 2015) y que este no tiene el
mismo efecto en un ambiente acidificado, tal como es la saliva en diabéticos
(Bernardi y cols., 2007). Esto debido a la formacion de un enlace hidrégeno entre
la molécula de glucosa y fluconazol, con la consecuencia de la formacion de un
complejo entre ambos, disminuyendo la disponibilidad plasmatica de fluconazol
(Araujo y cols., 2014) (Mandal y cols., 2014). Ademas, se ha observado que la
glucosa afecta el desarrollo y crecimiento de Candida mediante regulacion
genética positiva (Mandal y cols., 2014). Sin embargo, no existe evidencia
suficiente en diabéticos con distinto control metabdlico de su enfermedad.
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Figura 4: Representacién del mecanismo de resistencia de Candida spp. a azoles
(Tapia, 2005).

Segun los antecedentes entregados, levaduras del género Candida podrian ser
mas resistentes en la medida que el control metabdlico en sujetos con diabetes es
deficiente. El determinar la susceptibilidad antifungica en sujetos diabéticos
compensados y descompensados metabolicamente, podria ayudar a reorientar las
terapias y protocolos antifungicos en estos sujetos de acuerdo al control de la

enfermedad, pudiendo ser mas efectivas y con menos efectos adversos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS.
Levaduras de especie Candida albicans son mas resistentes al tratamiento con
fluconazol o nistatina a mayor valor de hemoglobina glicosilada en sujetos con

diabetes mellitus tipo 2.

OBJETIVO GENERAL.
Asociar susceptibilidad de levaduras de especie Candida albicans tratadas con
fluconazol o nistatina con valores de hemoglobina glicosilada (HbA1c) en pacientes

con diabetes mellitus tipo 2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar recuento e identificacion de especies de levaduras del género
Candida en saliva de pacientes con DM2 con distinto grado de control metabdlico.

2. Asociar el pH salival, recuento y especies de levaduras del género
Candida presentes en saliva de sujetos con DM2 metabdlicamente compensados
y descompensados.

3. Determinar susceptibilidad a fluconazol y nistatina de los aislados
clinicos de Candida albicans obtenidos de sujetos con DM2 compensados y
descompensados metabdlicamente

4. Comparar susceptibilidad a fluconazol y nistatina entre los aislados
clinicos de Candida albicans obtenidos de sujetos con DM2 compensados y

descompensados metabdlicamente.
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MATERIALES Y METODOS

a. Tipo de estudio:

Estudio observacional, analitico, de corte transversal.

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.

b. Criterios de inclusion:

Se estimo6 una muestra de 52 sujetos en base a un nivel de significacion estadistica
de 0,05 y una potencia de 0,9; estimando una sensibilidad de un 90% y un minimo
aceptable para el limite inferior de confianza de 0,75. Todos pacientes diabéticos tipo
2 con distinto grado de control metabodlico pertenecientes a la Asociacion de
Diabéticos de Chile (ADICH)

c. Criterios de exclusion:

Se excluyeron individuos que presentan enfermedades reumatoldgicas, irradiados en
zona de cabeza y cuello, embarazadas, enfermedades terminales, presencia de
dafio neurologico, procesos inflamatorios agudos en la cavidad oral (incluyendo
candidiasis), o que hayan utilizado antibidticos o antifungicos (locales en cavidad oral

o sistémicos) durante los ultimos tres meses.

d. Determinacion de HbA1c.

Este examen se realiza en forma rutinaria en la ADICH para establecer control
metabdlico de la enfermedad utilizando el equipo Variant Il de la marca Bio Rad,
certificado ante el Programa Nacional de Estandarizacion de Glicohemoglobina de
los Estados Unidos (Genuth y cols., 2003). El porcentaje que describe la
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metodologia, se obtiene mediante cromatografia por afinidad que calcula la
hemoglobina A total e indirectamente la HbA1c mediante una ecuacion de
regresion lineal y el inmunoanalisis, que determina especificamente el porcentaje
de HbA1c mediante la reaccion de anticuerpos monoclonales (Ragnar, 2010). Se
considera conforme con el protocolo descrito por el comité de diagndstico y
clasificacion de diabetes mellitus (Genuth y cols., 2003), compensados
metabdlicamente sujetos con valores de hemoglobina glicosilada menores a 7% vy
descompensados metabolicamente, sujetos con valores de hemoglobina glicosilada
iguales o mayores a 7%. Este test debe haber sido realizado como maximo, 1 mes

antes de la toma de muestra salival.

e. Obtencion de la muestra salival:

Las muestras de saliva fueron tomadas por un unico cirujano dentista, previamente
entrenado, conforme el protocolo descrito por Navazesh (Navazesh 1993). Los
individuos no fumaron, no se cepillaron los dientes, ni consumieron alimentos
durante una hora previa a la toma de muestra. Luego de un enjuague con agua
destilada y de 5 minutos de un estado de relajacion previa, se solicito a los pacientes
asumir la posicion de cochero descrita por Shultz y utilizada por Navazesh. Una vez
recogida la muestra de saliva en un tubo de centrifugacion Falcon de 50 ml, 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, donde se

realizaron cultivos aislados de las distintas especies de Candida.

f. Medicion del pH Salival

La medicion del valor del pH de las muestras salivales se llevo 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, directamente a la muestra y sin centrifugar (Kitasako y cols.,
2008):
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Figura 5: Descripcion del proceso de utilizacion del pH-metro (Kitasako y cols.,2008)

g. Cultivos e identificacion de levaduras.

El tubo que contenia la muestra fue agitado mediante Vortex por 15 segundos.
100 pl de saliva donada por cada sujeto participante fue sembrada en placas agar
Sabouraud Tetraciclina (50 pg/ml), posteriormente en placas de CHROMagar
Candida ®, y fueron incubadas durante 48 horas a 30 °C. Se obtuvieron aislados
de levaduras que fueron sometidas a recuento del numero total de unidades
formadoras de colonias (UFC) por individuo.

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 Figura 6:
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C. tropicalis

C. glabrata— -Especie no identificada

C. albicans— —C. dubliniensis

Figura 6: Placa de CHROMagar Candida ®, donde se observan especies de

levaduras que producen diferentes colores en este medio sélido.

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). Se utilizé la Técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para discernir entre Candida
albicans y Candida dubliniensis. La identificacion de los aislados de levaduras,
aislados desde CHROMAgar Candida ®, se realizO mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con partidores especificos para
deteccion de especies de Candida. Se realizaron diluciones de absorbancia hasta
alcanzar una concentracion de 2 Unidades de Absorbancia (UA) (475 ul de agua y
25 pl de medio liquido Sabouraud-Tetraciclina con cada representante), previa
agitacién 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 (2013), en que
utilizando un sistema de corte tipo sacabocados se obtuvo un circulo de
aproximadamente 1mm de diametro (punch) de cada representante, fue secado y
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luego procesado con 200 ul 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. 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 3.

Especie Segmento (Pb)
C. dubliniensis | 930 Pb

C. albicans 1.180 Pb

Tabla 3: Fragmentos de ADN producidos por la técnica PCR con partidor HWP-1.

La amplificacion por PCR se llevé 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/l de Taq Polimerasa; 1 MM de  Partidor WF  (5-
GTTTTTGCAACTTCTCTTTGTA-3'); 1 MM de  Partidor WR (5
ACAGTTGTATCATGTTCAGT-3’) 25uM; 6,6yl de agua bidestilada y ADN

genomico (contenido en el punch).

Las etapas de esta amplificacion constan de una desnaturalizacién inicial a 95°C
por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de denaturaciéon 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 (figura 7).
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1000 PB ===

Figura 7: Identificacion de C. albicans y C. dublinensis mediante PCR

Foto gel de Agarosa 1,2% vista con transiluminador, de las cepas de referencia 'y 2
aislados clinicos. En esta imagen, PM es el marcador de peso molecular, los
carriles 1 y 2 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.

i. Determinacién de susceptibilidad a antifungicos:

Se utilizé el método CLSI M44-A (Espinel-Ingroff, 2007) para realizar la prueba de
susceptibilidad de las distintas cepas de Candida albicans a la terapia con fluconazol

y nistatina in vitro, descrito a continuacion:

Desde el cultivo en CHROMagar Candida ® de 24 h a 35 °C se preparo un indculo
de turbidez 0,5 McFarland en solucion 0,15 M de cloruro de sodio estéril.
Para el método de difusidn se utilizaron placas de Petri de 100 mm de diametro, con

20 ml de agar Sabouraud cloranfenicol.
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La superficie de cada placa de Petri fue hisopada en tres direcciones con el indculo
correspondiente y se dejo secar durante 10 a 15 minutos en estufa, a 35 °C.
Posteriormente, se colocé un disco, ya sea de fluconazol (OXOID®) o nistatina
(OXOID®) de 6 mm por placa separados equidistantemente de los margenes. Luego
de ser incubadas por 24 h a 35 °C, las placas fueron examinadas sobre una
superficie negra no reflectante iluminada con luz reflejada (figura 8). Los diametros
gue rodean a los discos fueron medidos desde el milimetro mas cercano hasta el
punto donde hay reduccion prominente del crecimiento. Microcolonias aisladas al
borde de la zona o largas colonias dentro de la zona fueron ignoradas. Si el
crecimiento de las levaduras fue insuficiente, las placas fueron examinadas
nuevamente a las 48 hrs (24 horas después).

Se realiz6 un control de calidad ya definido en el método, el cual de no coincidir con
los valores esperados (tabla 4), demostrara un cambio en la susceptibilidad
inherente de la(s) cepa(s) al fluconazol y a nistatina, por lo que de ser necesario, se

obtuvo una nueva muestra aislada.

ESTATUS FLUCONAZOL NISTATINA
SENSIBLE > 20 mm. > 15 mm.
INTERMEDIA | 12-19 mm. 10-11 mm.
RESISTENTE | <11 mm No hay halo

Tabla 4: Parametros de observacién de susceptibilidad a los antifungicos (Rosco
Diagnostics, 2011)
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Figura 8: Placa de petri con Agar Sabouraud tetraciclina, conteniendo cultivo de
C. Albicans y disco de fluconazol.

f. Analisis de Resultados:

Los datos fueron registrados en una planilla Excel y el analisis se realizd con el
software STATA® 12.0

Para los datos referidos a las variables edad, HbA1c (%), cantidad de UFC/ml total
por paciente y mm de halos de inhibicién por Fluconazol/Nistatina, se aplicé el test
de Shapiro-Wilk para determinar distribucion de las variables.

Para comparar susceptibilidad al tratamiento con fluconazol/nistatina entre
levaduras de especie Candida entre pacientes con DM2 compensados y
descompensados metabolicamente, se utilizo el t-test por la distribucion anormal
de las variables.

Para la asociacién entre mm de halos de inhibicion por fluconazol/nistatina y
valores de HbA1C, se utilizé el test de Spearman debido a la distribucion anormal
de las variables. Se consideré una significancia de 95% (p<0,05).



30

RESULTADOS

Caracterizacion de la muestra

a.1 Estado Metabodlico

Este estudio incluyd la participacion de 52 pacientes diagnosticados con DM2. El
promedio de la hemoglobina glicosilada (HbA1c) de la muestra total fue de 8,16 =+
2,05 %, presentando un rango entre 5,7y 12,6 %.

La muestra se dividié en 2 grupos para su estudio, en relacién a su compensacion
metabdlica. Se consideré un porcentaje de HbA1c menor o igual a 7% como
compensacion metabdlica, mientras que valores iguales o mayores a este
porcentaje se consideraron como descompensados metabdlicamente. El valor
promedio de HbA1c fue de 6,42 =+ 0,41 %para el grupo compensado y de 9,89+

1,49 % para el grupo descompensado.

GRUPOS A ESTUDIAR VALOR PARTICIPANTES PROMEDIO HbA1c
HbAlc
COMPENSACION HbAlc < 7% 26 6,42 %
DESCOMPENSACION HbAlc > 7% 26 9,89 %

Tabla 5: Muestra total dividida en relaciéon al estado metabdlico

a.2 Edad

La edad promedio de la muestra fue de 63,3 +10,5 afios, con un rango entre 33 y
82 afnos. La mediana correspondié a 64 anos. Al analizar la edad en relacion al
género, el promedio de edad de mujeres fue de 64,0 + 10,3 afnos y el de hombres
fue de 60,9 = 11,2.

Promedio/D.E. Mediana Rango

Mujeres 64,0 (10,3) 65 33-82
Hombres 60,9 (11,2) 63 34-75
total 63,3 (10,4) 64 33-82

Tabla 6: Edad de la muestra total y dividida segun género, expresada en
promedio, mediana y rangos de edad.
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a.3 Género

De la totalidad de la muestra, 40 (76,9 %) eran mujeres y 12 (23,1 %) eran
hombres (proporcién 3,3:1). El promedio del valor de HbA1c en el grupo de
mujeres fue de 8,12 = 2,05 %y en hombres fue de 8,27 + 2,16 %.

25
20
15
10

5

0
compensados descompensados

M g. Femenino g. Masculino

Figura 9: Muestra total de sujetos en relacion al estado metabdlico y género. El
estado metabdlico se midi6 con la variable HbA1c < 7 %. De los sujetos
compensados 21 (53,8 %) corresponden al género femenino y 5 (41,7 %) al
género masculino, mientras que en los sujetos descompensados 7 (58,3 %)

corresponden al género masculino y 19 (46,2 %) al femenino.

b. Presencia de Candida spp.

b.1 Unidades formadoras de colonias
La presencia de levaduras en los sujetos fue medida mediante la variable
dicotomica “portador” y “no portador”. De la muestra total, 39 sujetos (75%) eran
portadores de Candida, mientras que 13 sujetos (25%) no eran portadores.

Al analizar la portacion de levaduras en relacion al género, 32 mujeres (80
%)y 7 hombres (53,8 %) tenian presencia de especies de Candida en la cavidad
oral. Se aplico el test exacto de Fisher, que arrojo diferencias no significativas para
estos resultados (p = 0,13).

La relacion entre estado metabdlico y portacién de levaduras muestra que

en el grupo de pacientes compensados, 18 sujetos (69,2 %) tenian presencia de
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levaduras, mientras que 21 sujetos (80,8 %) de los pacientes descompensados
eran portadores de levaduras del género Candida. Las diferencias no fueron

significativas (p = 0,23) al aplicar el test exacto de Fisher.

<400 > 400
UFC/ML  UFC/ML
COMPENSADOS 16 10
DESCOMPENSADOS 8 18
TOTAL | 24 28

Tabla 7: Cantidad de unidades formadoras de colonias acorde al estado

metabdlico.

b.2 Identificaciéon de especies presentes

Se identificaron 6 especies de levaduras en la muestra total, de las cuales
el mayor porcentaje correspondié a C. albicans (66,1 %), seguida por C. glabrata
(20,7 %) y C. dubliniensis (8,23 %). En menor porcentaje se encontraron C.
tropicalis (1,73 %) y C. guilliermondii (0,96 %). El 0,02 % correspondié a una
especie perteneciente al género Rhodotorula (identificada presuntivamente) y el
2,21 % de las muestras no pudieron ser identificadas. Estos datos son

presentados en la Tabla 8.

ESPECIE % MUESTRA

C. ALBICANS 66,1 %

C. GLABRATA 20,7 %

C. DUBLINIENSIS 8,23 %
C. TROPICALIS 1,73 %

C. GUILLIERMONDII 0,96 %
RHODOTORULA SP. 0,02 %
NO IDENTIFICADAS 2,21 %

Tabla 8: Porcentaje de especies de levaduras presentes en la muestra total de

pacientes portadores de Candida.



33

c. Analisis de pH
c.1pHy UFC

Del total de muestras, 4 presentaron crecimiento en forma de césped (el numero
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. Hubo mayor recuento de levaduras en los pacientes
descompensados en todos los rangos de pH, salvo en el comprendido entre 7,51-
8. Todas las diferencias en los rangos de pH entre pacientes compensados y
descompensados fueron estadisticamente significativas (tabla 9).

RECUENTO DE LEVADURAS (UFC/ML)

Compensados  Descompensados X2
6,5-7 177 978 p<0,01
7,01-7,5 684 2471 p<0,01
7,51-8 1528 704 p<0,01
>8 7 1436 p<0,01
TOTAL 2396 5589 p<0,01

Tabla 9: Comparacion Recuento de levaduras versus pH salival entre pacientes
compensados y descompensados.

c.2 pH y diversidad de especies presentes

Al analisis en conjunto de todas las muestras de saliva, se obtuvo un total de
55985 UFC/ml de levaduras, observandose claras diferencias en la distribucion de
levaduras al agrupar las muestras en 4 categorias en funcion de intervalos de pH
salival, como se observa en la figura 10.

En la figura 10 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
proporcion 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 pH mas alcalino.
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Figura 10: Diversidad de Especies Levaduras versus pH Salival en el Total de

Muestras Salivales.

d. Susceptibilidad de Candida albicans a Antifangicos
d.1 Susceptibilidad a Fluconazol
d.1.1 Susceptibilidad segun HbA1c
Se utilizé el test de Shapiro-Wilk para el analisis de la distribucion de las variables,
observandose una distribucion anormal de éstas. Los valores se encuentran
dentro de los rangos aceptados de susceptibilidad de la especie, no

encontrandose ninguna cepa resistente (Ver tabla 4).

Se observa una tendencia a una leve correlacion negativa entre las variantes (r = -
0.0649), lo que es sugerente que a mayores porcentajes de HbA1c, las cepas
serian menos susceptibles a fluconazol, sin embargo, la tendencia es minima y no

alcanza significancia estadistica (p= 0.4596) (figura 11).
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Susceptibilidad a Fluconazol segun HbA1C
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Figura 11: El eje X Representa los rangos de HbA1c, el eje Y grafica los
promedios de halos de inhibicibn en mm a Fluconazol y sus desviaciones

estandar.

d.1.2 Comparacién entre ambos grupos

Se realizd la comparacion entre el grupo de pacientes compensados y
descompensados metabdlicamente usando t-testt Como se mencion6
anteriormente se consideré como valor de corte HbA1c < 7%. Se observa un valor
de t = -0.7395 con un p= 0.4626, es decir, existe una tendencia a una correlacion

negativa entre ambas variables pero no es estadisticamente significativa.

d.1.3 Susceptibilidad segun pH

Se observa una tendencia leve a una correlacion positiva entre las variantes (r =
0.1681), es decir, a un pH mas alto o basico, habria una mayor susceptibilidad a
fluconazol, sin embargo la tendencia no es estadisticamente significativa
(p=0.0540).
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Susceptibilidad a Fluconazol segun pH
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Figura 12: El eje X Representa los rangos de valores de pH, el eje Y grafica los
promedios de halo de inhibicibn en mm a Fluconazol y sus desviaciones estandar.

d.2 Susceptibilidad a Nistatina

d.2.1 Susceptibilidad segun HbA1c
Se utilizé el test de Shapiro-Wilk para el analisis de la distribucion de las variables,
observandose una distribucion anormal de éstas. Los valores se encuentran
dentro de los rangos aceptados de susceptibilidad de la especie, no
encontrandose ninguna cepa resistente (Ver tabla 4).
Se observa una tendencia a una correlacion negativa entre los valores de HbA1cy
el diametro de los halos de inhibicién producidos por nistatina (r = -0.1183), lo que
implica que a mayores porcentajes de HbA1c, las cepas serian menos
susceptibles a Nistatina; sin embargo, la tendencia es leve y no alcanza
significancia estadistica (p= 0.1767) (figura 13).
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Susceptibilidad a Nistatina segun HbA1C
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Figura 13: El eje X Representa los rangos de valores de HbA1c, el eje Y grafica
los promedios de halos de inhibicibn en mm a Nistatina y sus desviaciones

estandar.

d.2.2 Comparacion entre ambos grupos

Se realizd la comparacién entre el grupo de pacientes compensados y
descompensados metabdlicamente usando t-testt Como se menciond
anteriormente se consideré como valor de corte HbA1c < 7%. Se observa un valor
de t = 0.83333 con un p= 0.7598, es decir, existe una tendencia a la correlacion

positiva entre ambas variables pero no es estadisticamente significativa.

d.2.3 Susceptibilidad segun Ph

Se observa una leve tendencia a una correlacion negativa entre las variantes
(r = -0.2234), estadisticamente significativa (p= 0.01) lo que implica que a mayor
pH o pH mas basico, las cepas de C. albicans son menos susceptibles a Nistatina,
a su vez, a menor pH, o pH mas acido, las cepas de Nistatina serian mas

susceptibles al tratamiento.
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Susceptibilidad a Nistatina segun pH

31
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29
28
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26
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24

7,1-7,5 7,6-8 8,1-8,5
pH

Diametros en mm de la zona de
inhibicion

Figura 14: El eje X Representa los rangos de valores de pH, el eje Y grafica los
promedios halos de inhibicion en mm. a Nistatina y sus desviaciones estandar.

d.3 Susceptibilidad comparada a Fluconazol y Nistatina

Se observan mayores valores de inhibicion a fluconazol que a nistatina
(Promedio= 33,87+ 5,02. Sin embargo, los valores de corte son distintos para las
pruebas in vitro para ambos antifungicos (ver tabla 4), por lo que esto no es
significativo clinicamente. Existe una mayor predictibilidad de los datos asociados
a nistatina (Promedio=28,59 +1,45)
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Comparacién entre HbA1c y didmetros en mm de la zona de inhibicién
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Figura 15: Comparaciéon de ambos antifungicos. SF: diametros en mm de los

halos de inhibicion para Fluconazol. SN: diametros en mm de los halos de

inhibicion para Nistatina.
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DISCUSION

Al igual que la resistencia a los antibioticos, actualmente la resistencia a los
antifungicos es un tema trascendental. Cada vez nos encontramos con cepas de
distintos microorganismos de diversas especies a las cuales no podemos hacerles
frente con los medios que disponemos (Courvalin, 2016; Meziane-cherify y
Courvalin, 2014; Albataineh y cols., 2015; Cannon y Holmes, 2015).

A su vez, la diabetes es una enfermedad de alta incidencia con una prevalencia en
aumento debido a los estilos de vida en la poblacion nacional y mundial (Minsal
2010 (a)). Al asociar la condicion diabética y su compensacion metabdlica a la
resistencia a antifungicos, buscamos contribuir al repertorio de herramientas que
disponemos para enfrentar el desafio en nuestro quehacer clinico.

El objetivo de nuestro estudio fue determinar si la condicion metabdlica,
determinada por sus valores de HbA1c, de los pacientes diabéticos influye en la
susceptibilidad a antifungicos, especificamente fluconazol o nistatina. Si bien, en
este estudio no se alcanzé la significancia estadistica para respaldar nuestra
hipdtesis, sienta un precedente, en la investigacion para una mejor eleccion de un
antifungico por sobre otro para el tratamiento de las infecciones por C. albicans en
pacientes diabéticos compensados o0 descompensados metabdlicamente,
mostrando tendencias que sin embargo deben ser confirmadas mediante la
ampliacion de la muestra. Actualmente existen estudios similares en pacientes
diabéticos, sin embargo aquellos, relacionan la susceptibilidad a los valores de
glicemia (Mandal y cols., 2014; Manfredi y cols. 2006) y no a los de hemoglobina
glicosilada, a pesar de que este ultimo método es un mejor indicador del control
metabodlico de la diabetes (Sacks, 2011; Herman y cols., 2012). Al apreciarse
tendencias en cada una de las relaciones entre variables estudiadas, cabe
preguntarse si la significancia estadistica podria alcanzarse al utilizar una muestra
mayor.

Es importante destacar el resultado que se obtuvo entre las variables pH /
Susceptibilidad a Nistatina, donde a mayor pH observamos halos de inhibicion

menores, lo que sugiere que en pacientes con pH mas acidos obtendriamos una
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ventaja clinica al tratarlos con Nistatina por sobre aquellos pacientes con un pH
alcalino.

Acorde a la literatura, pacientes que presentan DM2, independiente de su control
metabdlico, pueden presentar un menor pH salival en comparacién con pacientes
no diabéticos, describiéndose en promedio un pH salival de 6,69 en pacientes
diabéticos, a diferencia de los pacientes sanos que presentan un pH neutro o muy
cercano a ello (Prathibha y cols., 2013), ademas se indica que el pH tiende a
acidificarse a medida que empeora el control metabdlico (Aitken y cols., 2015).

Un pH acidificado en la cavidad oral favorece el crecimiento de levaduras por
sobre el de microbiota bacteriana normal, debido a que las levaduras de género
Candida, toleran valores de pH muy acidos (Rautemaa y Ramage, 2011).

La disminucion del pH salival en pacientes diabéticos podria deberse a la
presencia de glucosa en saliva, la cual forma productos reversibles de glicosilacion
con proteinas en los tejidos orales durante episodios hiperglicémicos, los que se
acumulan en las células bucales epiteliales, aumentando la cantidad de receptores
disponibles para Candida y con ello su adhesion al epitelio. La glucosa presente
en saliva también sirve de nutriente para Candida y suprime la capacidad de
eliminarlas de los neutréfilos, 1o que acentua aun mas la colonizacion de la
mucosa oral por parte de éstas en pacientes diabéticos descompensados (Balan y
cols., 2015).

Dados los resultados obtenidos en nuestro estudio y segun lo mencionado
anteriormente en la literatura, podriamos sugerir que la Nistatina tendria mejor

efecto en pacientes descompensados.

En la contraparte referida a pH / Susceptibilidad a Fluconazol se observaba la
tendencia inversa, pero no fue estadisticamente significativo el resultado, de
haberlo sido, podriamos entregar mayor respaldo cientifico a la eleccion de un
antifungico por sobre otro acorde al pH del paciente.

Seria positivo ademas sugerir que para futuros estudios se realice una
investigacion a cabalidad de la historia clinica del paciente, que antifungicos ha
consumido anteriormente y si hay alguna relacién con el tratamiento farmacologico

que recibe para el tratamiento de la diabetes y la susceptibilidad a antifungicos, ya
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que se describe en la literatura que medicamentos de tipo Sulfoniureas,
Tiazolidinedionas y Meglitinidas que se utilizan en el tratamiento de la DM
presentan mayor interaccion farmacologica con otros medicamentos que
interactuan con el complejo CYP-450, como fluconazol (Scheen, 2005). Es
necesario también, incluir antecedentes de las condiciones locales de la cavidad
oral del paciente como Caries, Enfermedad periodontal o portacion de proétesis
removibles, ya que la habilidad excepcional de las levaduras para adherirse a las
superficies de materiales artificiales, como éstas, aumenta el riesgo de presentar
candidiasis en los pacientes portadores (Rautemaa y Ramage, 2011), ademas la
literatura describe pH salivales mas acidos en presencia de caries y mas alcalinos
en presencia de periodontitis (Rajesh y cols., 2015) lo que también podria influir en
la susceptibilidad de Candida albicans ante los distintos antifungicos.

Igualmente hay que considerar que uno de nuestros criterios de exclusion fue
‘presencia de procesos inflamatorios agudos en la cavidad oral (incluyendo
candidiasis)” por lo que cabe preguntarse si obtendriamos resultados distintos en
pacientes que presenten un proceso agudo, debido a los cambios innatos en la
virulencia de Candida albicans (Ford y cols., 2015).

La relacidon entre HbA1c y susceptibilidad presenta una tendencia mas marcada
frente a nistatina que a fluconazol. Actualmente existen numerosos estudios
innovando en el formato de entrega de nistatina, como por ejemplo en forma de
colutorio (Hu y cols., 2013; Bakhshi y cols., 2012) de nanocompuesto (Hussein-Al-
Ali y cols., 2014) y como parte de acondicionadores de tejidos (Lima y cols., 2016)
por lo que en el futuro sera interesante evaluar la eficacia de dichos formatos

clinicamente.
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CONCLUSIONES

1.- Existe mayor recuento de levaduras, medido en UFC/ml, en pacientes con DM2
descompensados en comparacion a sus pares compensados.

2.- Existe presencia de diversas especies de levaduras, en la saliva de los
pacientes DM2, de las cuales C. Albicans fue la mas frecuentemente aislada
seguida de C. Glabrata independientemente del estado de control metabdlico y pH
salival que presente el paciente.

3.- Existe una correlacion negativa entre pH salival y grado de control metabdlico,
medido mediante HbA1c en pacientes DM2 descompensados.

4.- Existe una correlacion negativa, entre diversidad de especies de levaduras y su
coexistencia con el pH salival en pacientes con DM2.

5.- Existe una correlacion negativa entre pH salival y susceptibilidad a nistatina.

6.- No existe correlacion entre pH salival y susceptibilidad a fluconazol.

7.- No existe correlacidén entre valor de HbA1c y susceptibilidad a nistatina.

7.- No existe correlacién entre valor de HbA1c y susceptibilidad a fluconazol.
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ANEXOS Y APENDICES

ANEXO N°1: Ficha Clinica.
Nombre:

Edad:
Teléfono:
Rut:

Mail:

Talla:

Peso:

(Cuanto):

Nefropatia

Neuropatia
Retinopatia
Hipertension

Anamnesis:

Direccion:

Fuma

Edad de diagnéstico de diabetes:

Farmacos:

51

HbA1c: Fecha:

Glicemia: Fecha:

1. ¢ Siente la boca seca usualmente?

2. ;Siente la saliva espesa?

3. ¢ Siente sensacion de ardor en la lengua?

4. i Necesita tomar liquidos para tragar la comida?
5. ¢ Tiene dificultades para tragar?

Mucosa oral:

SINO

Lengua:

Resumen salud oral:




ANEXO N°2: Aprobacion Del Protocolo De Investigacion Por El Comité De Etica.

..... .
nc(\!\llhu ’
S TEE 3082573

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

ACTA N 201301

1. Acta de 3probacion de protocolo de estudio N° 2013001

2. Miembros permanentes del comie &tico-clentfico oe 1a Facultad de Cdontologla de ia
Universicad oe Chile participantes en Ia aprobacion del Proyector

Dra Caodis Lefimb Den Karis Lagos
Secretata del CEC Miermies parmenents de CEC

Dr. Eduardo Rodrigues Dra. Xenens Loe
Manino permanerte del CEC Miermieo parmenents da CEC

4. Trulo compisfo del proyscio: “Validacion de a2 detectaca en
saliva, como Indicador de control metabolico de Ia tipo 2" Anteproyecto
de tesls de Magisier Clencias Qdontologicas, Mencion Patoiogla y Medicnag Oral”,
Version dal 2S de Abel 2013,

S. Investigador responsable: Prof. Dr. Juan Pablo Altken, acacdemico ol Departamento
de Pawiogla, Facultad de Cdontoiogia, Universidad de Chile.

€. instifucion: Facultad de Odontoiogia, Universidad ge Chile

7. Documentacion Revisada:

« Anteproyecio oe Tesis “Valldacion de uz-tnaogu-n detectaca en
sallva, como Indicador de control metabolico ia diabetss fipo 2¢
Version ged 25 ge Aorll 2013.

« CVoel Tutor principal

« Documento y Formuiano de Consentimianto Informado enmendado aacion def
22/052013.

« Carta Compromiso ADICH

8. Caracter del estudio y de Ia musstra: En este estudo de corte ransversa con
reciutamiento prospecivo, se detemMminan 13 exactitud de o-2-macrogiobulina en saliva
para dagnosticar control metabdilco e suletos con diabetes tpo 2 estabiecido
medianie & test de HbAlen sangre. Se tomara una muestra de 140 suletos Socios de
I3 3s0Cacion de diabates ge Chile (ADICH), Que Saran muSsreados por Conveniencia
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9. Fundamentacion e la aprobacion éfica

En los suetos que padecen de diabetes fipo 2, esula Andamentd 3
periodcidad en & control de i3 enfermedad. Hasla ahora &l andiss 0= hemogoting
gicosiada en sangre constituye & Unico Mecanismo o evaluacion o control e I3
enfermedad. E] poder desamoilar dferentes esirategias 02 Alagnisico yo seguimiend
a fravés de Metodos Modemos como 135 pruebas en salva, Nos permilrian tensr una
alkemativa efcaz aprovechando 13s ventaias de este Muldo (Metodo de recoleccion no
Invasivo, de bajo costo y facll de evaluacion). En esle eshudio s propone analizar en
140 pactentes, dlagnosticados con dabetes tipo 2. 10s niveles 0 ,-2-macgotuing
en salva y sl exste una 3s0ciacion con 106 valores de HDAT en sangre. de modd de
determinar |3 exactitud de esle Meiodo para dlagnosicar control metaboico. Este
profocolo as! presentado muestra gran ulildad para jos particpantes y 3 sockedad con
060360 Meego, puee enfregard Gatoe objetivos, con un amplio potendal en S
QENENacion O UN DIOMANCadOr SNV Que DENetCiard o IaMeND y SvaaCOn O
51000 de POgresion OF a6 enfermedaces Cronicas, y Lmbkn, reperouted e O
CAHICHT 08 VICA 38 106 U008 QU PACEORN 08 A58 enfermecaces. Se Mo s O
GedICa protecdon 2 106 participantes, teniendo en cuerta s Buenas Practicas Cinicas
y Oebidamente Informaca en un Consentimiento INOMACo que & partcpante frma
libre & Informacamente.

En caso o2 dafios eveniuaes 0 probiemas VInculacos Como resutano o 3
Investigacion &l Comité cebera ser INfonmado en un I3pso No Mayor 3 48 horas.

Se0m20)
ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

En consecuencia, & Comité Etico Clentifico de |a Facultad de Ooomologha de |3 Universiaad o2
Chie, APRUEBA el estudo: “VALIDACION DE a2-MACROGLOBULINA DETECTADA EN
SALIVA, COMO INDICADOR DE CONTROL METABOUICO DE LA DIABETES TWO 2°.
Ameproyecto oe tesis Magister Clencias Odontoldgicas, Menditn Palologla y Medona Orar,
Version del 25 de Abrl 2013, que ser realizado por & Dr. Juan Pabio Alxen, b3 &
supenision el Dr. Gonzalo Rojas.

Este Comite se resernva & denecho 0 moniforear este proyecto sl luera NEcesarno y una
vez Nnallzaco & estudio &l comite debera ser INfoMmado oe 106 resultados del esludo

Investigador
Secretaria CEC.
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ANEXO 3: Aprobacion Del FIOUCH Por Parte Del Comité De Bioseguridad.

% UNIVERSIDAD DE CHILE

Administracion Conjunta Campus Norte
FDO N°31

Santiago, 26 de Marzo de 2014.

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Blosegundad (CIB) ha anaizado & Proyecto oe
Investigacion FIOUCH 2013, ttulago “validacion oal Dlomarcador alfa-2-
macroglobulina en sallva humana como herramienta complementaria para sl
control metabolico de paclentss con dlabelss fipo 2" E Investigador
Responsable de este proyecio es &l Dr. Juan Pablo Aen Saavedra, Académico del
Departamento de Patoiogla y Medicina Oral.

£1 CIB certifica que 1a Facullad mencionada antenomente, cuenta con s faciidaces
para @l manejo y desecho del matenal DIOIGGICO ¥ QUIMICO 3 UIIZAr &n & proyecto oe
acuerdo al Manual de Bloseguridad, Conicy! 2008 Ademas, & Nvesigacor se
compromete a Velar por el cumpimiento Oe 1as NOMMas O DICSEgUNGd, Gurante o
desarrolio del proyecto,

Se extiende el presente certificado a solcfud del Dr. Afken para ser
presentado a la Direccion de Investigacion de la Facuitad ge Odonfoiogla de 3

Universidad ge Chile.
Dr. Mario Chiong Dra. Carla Lozano M.
Secretario Presidenta
o Sergho L LR 8 Fomo 257RITRI-29TRIAN, Fac 29TRIT4S, Santingo.
e Oerclas yF 7. 2007, Fosc 9TRITEI Fax 29TRITAA,




ANEXO 4: Consentimiento informado.

Ed-2200520153

Acta de Concentimiento informado
Fechx
Ecta acta concentimiento, tlene como fin enfregar a Ud. foda la Informacion nececaria y
oxpliotar m como paciente y of de loc Invectigadores, que cu

A coutinuacion. usted declara que:

1. Mmuudmnvwbydcnmmwb
icn, pavrocinada por la Aseciacicn de diabecicos de Clile (ADICH),
nlmsocw fines de lucro, whicada ea la calle Quebec 49¢€ y por

PM&Mp“hUﬁM“.M.WuSﬁp
Liviagstone Polbamuser 943, El profesional responsable de esta mvestigacion o8 ol Dr
Gonzalo Reojas Alcayags y o8 realizado ademsas, per los Doctores Juas Pablo Althes,
Irens Morales y Alsjandro Escobar, todos acadamicos de |a Facultad de Odoamlogn de
1a Universidad de Chile.

2. Estoy ea comocimieato que esta investigacicn tene come cbjetive validar ez salva
bumana, una sustancia proteica que circula o ol cusrpe de las persczas desomumada
alfa.2.macroglobulina y que pretends en lo sucesivo, ser de wiilidad par &l presostce
y centrel metabelico de la diabetes mellius tipo 2.

3. Comprendo que 3 me realizars w2 enmevista com alganas pregantas relacionadas con
mi estade de salud y sintozaatologia ascciada a pamcnes salivales. Ademas, commprendo
qQue 36 me realizara un examea cltnico bucal y toma de mussta de saliva por parte de

4 Amam:pdmyuhmnmobbbhmm-pmmlm
ficka clnica unica y exclusivaments para obtsner ol date de la Hemoglobina Glicoszlada
sa cas0 gue yo lo ignore. Este dato ¢s necesario para validar 2 alfa-2-macroglobulina.
En caso que este dato sa de mi comocimiento ¥y eamegue eosta mformacion al
pobumalmolm“lomﬁqu.daq-ommp&axakn
mi ficha.

3. Bmwmhmpﬂnosman&bwm&mhbh!n“b
Odontologza de la Universidad de Chile, a quienss autorizo para que Ssi4n presentes.,
realizande labores de colaboracien al profesiomal, pero »o teadran accese 2 b Scha
clnica.

6. Podran ser reclutados para esta investigacicn, sujetos de ambos exos mayeres de 30
afos com diagnostico de diabetes tipo 2 confirmada sz la ADICH ceaforms el critenio
establecide per ol Mizismric de Salad (MINSAL). Nopodnnuudl&slos

7. Comprendo que el odomtologe, me realizars alguma: preguntas relaciomadas com mz
estado de salud y posteniormsate me solicitara juntar saliva duramte 5 muinutos eo uz
tube plastico esteril Durante este procedimiento, debers permanscer seatado ¥y meo
comversard misntras e realice la medicion Ademas, no debo haber ingernido alimentos,
fumado, masticado chicles ni haberme Lavade los deates, por lo menos, una hera antes
de 12 recoleccion salival Debers ademsas, Wonm-ulnoounﬁm O

8. Declaro que mi participaciom en este estadic e libre y voluntaria, pudieado \:‘g
Mhudmwhubpummbmmﬁ o\ax'rs B

\B _s'_-c:_ 3

N

,_;! oo



Ed- 220052013

9. Comprendo que ninguno de los procedimventos memcicmados (exameaz cltmico,
satrevista y deposito de saliva) tendra costo para =i pemoma.

10. Comprendo que no hay w= beneScic dzecto pan == pemoza, pero mi participacica
pmm;m-mm”m(_mﬂbm
vezosa) para b medicion del coatrol metabelico de I dnbetes mellms tpo 2, que
podria beneficiar a todos Jos paciente: diabeticos.

11. Estoy ea conccimiento que 20 ost2 comsiderada um mtbucioa econtmica para mt Sin
embargo, ¥ por el hecho do participar ez ol estudio, teads ol derecho 2 que w» me
nforme sobme los resultados do Jos exameme: gue % % practScxan ¥ 2 recihir un
consejo 1 crisatacion y/o posible devacicn médica o dextal segaz comesponda, em el
casc de observarse alguna coadicica o lesioz pamiomica obsarvada En cate case, mo
existe obligacion de la mstitucics a carge (Faculad ds Odoatologn de Ia Umiversidad
de Chilo) ¢ a Jos mvestigadores, 2 bacerse cargo ez forme o del Tatammisate de su
cofermedad. Sin embarge, contré com ol bemaSce de ser demmado Faculnd &6
Odontologza de Ia Universidad de Chils para tatameaso odestolomco.

12. Entiendc que I» formacion obtemida de =z perscma a2 tatady de manera
abzolutamsate confidencial y umicaments usibzads para Sz de Imestgacica i fines
de lucro. Mi nombre y datos perscmales jamas seram :deanScados

13. Estoy o conocimiento gue los imvestigadores, podraz obteaer 2 partr de mu salwa,
adema: de Ly informacioa de la alfs-2-macroglobalme datos dal piH, concentracion de
protetnas Hbres y capacidad buffer.

14 Comprendo que los resultados que % obmams & b wemgacion, pueden ser
divulgados ea congresos o publicados en mm2 revii & Ivestpacion, mantsaisado mi
identificacioa en esticta coafidencialidad Si Jo mperc, Jos mvestgadores me haran
llogar un resumen coa los principales resultados cbesmsdos.

15. Comprendo que los datos obtenidos seran codificados y selo 5 maran para este estadio,
swogun lo que dicta ha loy 19.628 sobwe proseccics de datos de caracter perscaal y
disposicionss aplicables al secreto profesiozal

16. Si necesito aclarar cualquier duda respecto e esta izwestgacios v 6 =i paricipacicn
oo ¢l o 5l Decesito mas informacion para tomar s decasies de parncipar, debo dngzme

al Dr. Juan Pablo Aitken, al Dr. Geazale Kojas o al Dr Alsjmdre Escobar. Dzeccicn:
Sergic Livingstons Polhammer 943, Independsacia Telafome 57851511 de hunes 2
vierses eatre 5:00 AM y 13:00 AM mew
17 Pama cualquier aclaracion sobre muis derechos como volsatarso pam esta @vestigacion,
mar contacto con ol Presidente dol Comine de Eunca de I Facultnd &
Odontologsa de la Universidad de Clile, Profeson Mara Asgelics Torres. Deccion

Sergio Liviagstons Polbazamer 541 Indepeadencia

Lal 13 nformacion precedants 0 Me 13 leyermn. He 12100 3 Coomuriaad de hacer
acerca oe &la y todas 13 preguntas que s me hidleron, fusron respondidas 3 mi entera
s3isfaccion. Conslento voluntaramente paricipar en estudo y enBenco que tengo & derecho 3

mrrMMWQWMQWOWN

Fecha de aplicacion

NOmore del volumano Frma o volurtano
Nomore gel INvesigador que oma & G Fima 02 nvesigador
NOmDre 02l INVeshigadorn responsable O Droyecin. Frma oo o

 —

Se ha enfregado una copia o este m:m&{ 3
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