


SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES



Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla

Facultad de Medicina

Licenciatura en Biomedicina
Eje de Microbiologia

Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas ICUAP

TESIS

“Efecto del pH salival de adultos diabéticos y su relacion con la

formacion de biopeliculas por especies del género Candida”

Para obtener el titulo de:
Licenciatura en Biomedicina

PRESENTA
Scarlett Guadalupe Aguilar Angeles

Lot Hr it 8 s e e

Directora de tesis:
Mtra. Silvia Maria del Carmen Garcia Garcia

Asesores: Ricardo Carrefio Lopez y Maria del Rocio Bustillos Cristales

JUNIO 2025

Coordinacion de Biomedicina

Coordinacion de Titulacion y Eficiencia Terminal

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES




AGRADECIMIENTOS

= A la Maestra Silvia Garcia Garcia por aceptarme en su laboratorio, por guiarme
durante todos estos afios de formacion y por la tolerancia y compromiso para

poder concluir este proyecto.

= A mis compafieros del Laboratorio Anita, Betzy, Moni e Isis quienes fueron un
excelente equipo de trabajo y me mostraron lo valioso que es el trabajo en
equipo y el apoyo incondicional.

» A la generacién 2014 y en especial a los integrantes del eje de Microbiologia

quienes se convirtieron en mi segunda familia.

= Atodas aquellas personas que ya no estan conmigo, que perdi en los ultimos 5
afos y que por ustedes hoy quiero culminar esta etapa.

= A Marco por encontrar en ti un compafero de vida, por tu apoyo a lo largo de
estos afios y por alentarme a perseguir mis suefos.

= A cada una de las personas con las que cruce camino y que fueron un apoyo
para superarme y nunca rendirme.

= A todos aquellos que pusieron un granito y me ayudaron a escribir, revisar y
concluir esta tesis.

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES



DEDICATORIA

El presente trabajo lo dedico primeramente a Dios por
darme la salud y las fuerzas necesarias para culminar

con esta etapa.

A mi madre Guadalupe Angeles Cortes quien fue mi
mayor fuente de inspiracion y motivacion durante este
proceso que, aunque fue demasiado largo llego a su fin
Yy quien serd en mi vida un ejemplo de constancia,
esfuerzo y superacion. Gracias por darme todas las

armas necesarias para salir siempre adelante.

Finalmente, a mi misma por perseverar y lograr
descubrir la wejor version de mi que sigue creciendo y
aprendiendo y que gracias a la persona que fui hoy me
[leva a donde estoy y que a pesar de todos los obstdculos
puedo decir... jLO LOGRE!

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES



INDICE

RESUMIEN ...ttt ettt ettt ettt ettt et e e ettt et ettt e et et et e e ettt e et e e et e e e eeeeeeeeeneneeenenenenenennne 10
INTRODUCCION ....covtetiitiectctete ettt sttt bbb s ettt a bbb a et et bbb s st s s s s s s s senas 11
ANTECEDENTES ...ttt ettt ettt b e s b e s he e st e et e et e e s beesheesanesabeeabe e beenneennees 19
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .....coiiiiiitiitititettteteteteteteteeeteeeeeteeteeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesesenesesesenenenenenens 22
B TUEy LY o |V O 23
OBUJETIVOS ..t e 24
(0] o T[S A\ Lo I =L=T o 1= = | 24
(0] o T[S A\ Lo L oF: [ A (ol U | =T =TS RS 24
MATERIALY METODOS ...ttt ettt eeteee st s s esesasss st saststetstetesssesesessssssasanassnananas 25
Criterios de INCIUSION.....ccoiiiiiieee ettt st e e sab e e s bt e e sabeesabeesnteesabeeenaneas 25
Criterios d@ @XCIUSION ..eoviiitiiiie ittt ettt sb e st st st e b e sbe e st e enbeeeeens 25
ReCOIECCION @ 18 MUESLIA ettt sttt et e sb e s e s 26
Pruebas de identificacidn para Levaduras de Candida. .............cocueeeecieeeieciiiieeeciee e ecieee e 26
Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana ..........cccoeciiii it 27
Ensayo de la Formacién de Biopelicula por el Método de Cristal Violeta .........ccccceevevveeiiciiennns 28
RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e s e b e ettt e e e e e e e nnb e et eeeeeeeaaannseneeeeeeesaaannreneeeaesesanannne 30
"1.- Caracteristicas generales de las cepas de eStudio.......c.ceeeeeciieeiiciiiie e 30
2.- Caracteristicas de [0S rupos de eSTUIO ......cccuiieiiiiiiiiiiiiee et e 32
3.- Formacién de biopeliculas de Candida en presencia de saliva del paciente diabético. .......... 34
4.- Formacioén de biopeliculas de Candida a diferentes valores de pH en medio RPMI ............... 36

5.- Formacién de Biopelicula de especies de Candida en saliva de pacientes diabéticos y medio
2L 1Yo I OSSP 39

6.-Pruebas de sensibilidad a 10s antifUNgICOS ....cccuvvieiiiiiiiicciiee e 40

7.- Accion de AmB a diferentes concentraciones contra la Formacion de biopeliculas de Candida

€N Medio RPMI Y SalIVa. . ... e e e e e et e e e e e e e e st e ra e e e e e e e e e nnsrannees 43
DISCUSION .....vovevveiectevete ettt sttt b bbb e s s a e s bt bbb st e s s b s s s s s et s s s ssa st snsesans 47
CONCLUSIONES ...ttt sttt s a s a e s s ae s s a st ssa s s s st s s ae s s s sanes 54
LIMITACIONES ...ttt sttt sttt a e ae st a b s st s s s s s s st s s et sss s s e ssesansesans 54
PERSPECTIVAS ....ooveeteeteee et teeee et see e st s s sesesassesss s s s s sesassessassessssssasssassensssssnsessssssssansssssnsnsans 55
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ouveeceeteeceeteeecte s teeesaesesesse s sesssesssessesessssssnssssssssssssassssnsssans 56
ANEXOS ...vvoevveeeetetete ettt s e s e a et a s s s s s a e s e e b e s b a et st a et b et et a et ae s s e 63

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES



INDICE DE TABLAS

¢ TABLA 1. Componentes de la saliva y sus funciones.

¢ TABLA 2. Coloracion de colonias en Medio CHROMagar.

e TABLA 3. Distribucién de la placa multipozo.

e TABLA 4. Pruebas de identificacion de levaduras de Candida.

e TABLA 5. NUmero de aislados por especie.

e TABLA 6. Caracteristicas de pacientes diabéticos de donde se aislaron las cepas de
Candida utilizadas en este trabajo.

e TABLA 7. pH salival (Datos estimados en media +/- Desviacién Estandar)

e TABLA 8. Produccidn de Biopelicula de cepas de Candida en presencia de saliva como
medio.

¢ TABLA 9. Produccion de Biopelicula de cepas de Candida en presencia de Medio
RPMI.

¢ TABLA 10. Produccion de Biopelicula de cepas de Candida en presencia de medio
RPMI y saliva de pacientes diabéticos como medio de cultivo.

e TABLA 11. Distribucion de cepas de Candida albicans y no albicans resistentes a
antifngicos.

e TABLA 12. Accién de AmB en las cepas formadoras de biopelicula en medio RPMI.

e TABLA 13. Accion de AmB 100ug/ml y 200ug/ml en las cepas formadoras de
biopelicula en presencia de saliva del paciente control.

e TABLA 14. Accion de AmB 100ug/ y 200ug/ml en las cepas formadoras de biopelicula
en presencia de saliva del paciente diabético 1.

e TABLA 15. Accion de AmB 100ug/ml y 200ug/ml en las cepas formadoras de

biopelicula en presencia de saliva del paciente diabético 2.

INDICE DE GRAFICOS

e GRAFICO 1. Porcentaje de aislados de especies de Candida.
e GRAFICO 2. Comparacion del pH salival en pacientes sanos y pacientes diabéticos.

e GRAFICO 3. Formacién de biopelicula en presencia de saliva control con su pH salival

correspondiente.

e GRAFICO 4. Formacién de biopelicula en saliva como medio de cultivo del diabético 1 con

su pH salival correspondiente.

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES



e GRAFICO 5. Formacién de biopelicula en saliva como medio de cultivo del diabético 2 con
su pH salival correspondiente.

e GRAFICO 6. Crecimiento de biopelicula de diferentes especies de Candida aisladas
de cavidad bucal a diferentes pH.

e GRAFICO 7. Formacion de biopelicula de Candida albicans y no albicans en medio
RPMI a diferentes concentraciones de pH (6.2, 7y 7.2)

e GRAFICO 8. Produccion de Biopelicula de cepas de Candida en presencia de medio
RPMI y saliva de pacientes diabéticos como medio de cultivo.

e GRAFICO 9. Porcentaje de sensibilidad de las cepas del género Candida.

e GRAFICO 10. Distribucién del nimero de cepas resistentes a cada uno de los anti
fungicos probados.

e GRAFICO 11. Distribucion de cepas de Candida albicans y no albicans resistentes
a antifungicos.

e GRAFICO 12. Produccién de Biopelicula de cepas de Candida en presencia de
Medio RPMI y su inhibicion con AmB 200ug/ml.

e GRAFICO 13. Produccion de Biopelicula de cepas de Candida en presencia de
saliva de paciente control como medio y su inhibicion con AmB 100ug/mly 200ug/ml.

e GRAFICO 14. Produccion de Biopelicula de cepas de Candida en presencia de
saliva de paciente diabético 1 como medio y su inhibicibn con AmB 100ug/ml y
200ug/ml.

e GRAFICO 15. Produccién de biopelicula de cepas de Candida en presencia de
saliva de paciente diabético 2 como medio y su inhibicibn con AmB 100ug/ml y
200ug/ml.

INDICE DE FIGURAS

e FIGURA 1: Representacién esquematica del desarrollo de la biopelicula de
Candida albicans.

e FIGURA 2: Método de esterilizacion por filtracion.

o FIGURA 3. Placa inoculada con saliva y medio RPMI

¢ FIGURA 4. Morfologia colonial de las distintas cepas de Candida presentes en
este estudio.

e FIGURA 5. Deteccidn de especies de Candida en CHROMagar.

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES



INDICE DE ABREVIATURAS

OMS
INSP

INEGI
ENSANUT

DMT1
DMT2
AmB
DM
HbAlc
mg/d|
SIDA
UFC
mi
ADS
CLSI
YPD
rpm
D.O.
RPMI
DMSO
Ml

nm

Mg

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES

Organizacion Mundial de la Salud
Instituto Nacional de Salud Publica
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
Diabetes Mellitus tipo 1

Diabetes Mellitus tipo 2

Anfotericina B

Diabetes Mellitus

Hemoglobina Glicosilada

miligramos sobre decilitro

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
Unidades Formadoras de Colonia
mililitros

Agar Dextrosa Sabouroud

Clinical and Laboratory Standards Institute
Extracto de Levadura Peptona y Dextrosa
revoluciones por minuto

Densidad 6ptica

Roswell Park Memorial Institute
Dimetilsuféxido

microlitro

nanometros

microgramo



RESUMEN

Candida forma parte del microbioma humano, se aisla de zonas como piel y
mucosas, siendo la cavidad oral el lugar donde se encuentra con mayor frecuencia
debido a componentes y propiedades de la saliva como el pH el cual mantiene un
hébitat favorable para su crecimiento. Anomalias metabdlicas como la diabetes
predisponen al individuo a tener un mayor niumero de infecciones debido a la
alteracion de su sistema inmune provocando que Candida pueda pasar de su forma
comensal a patdgena favoreciendo la formaciéon de biopeliculas, capacidad que
podria ser afectada por variaciones en el pH salival, condicion que esta presente en
los pacientes diabéticos. Evaluar la formacién de la biopelicula a diferentes pH y la
resistencia a diferentes antifingicos ayudara a conocer su comportamiento y
promover un mejor tratamiento.

En este trabajo encontramos que a menor pH salival hay una mayor formacién de
biopelicula, los resultados sugieren que el pH influye en la formacion de biopeliculas
de Candida; especies no albicans presentaron menor formacién de biopelicula
comparadas con las especies albicans a los diferentes pH probados. La mayor
formacion de biopelicula en medio RPMI fue a un pH de 7. En especies de Candida
no-albicans se observo una mayor formacién de biopelicula utilizando la saliva de
los pacientes diabéticos como medio, mientras que Candida albicans tuvo
pardmetros similares en medio RPMI como en saliva. En cuanto a las pruebas de
sensibilidad a los antifangicos Anfotericina B y Nistatina, todas las cepas probadas
presentaron sensibilidad. En el grupo de los azoles (Econazol, Ketoconazol y
Miconazol) se presento inhibicion del crecimiento en algunas cepas de Candida. La
Anfotericina B presentd una inhibicion parcial a las biopeliculas de Candida.

Palabras clave: Candida, resistencia, diabetes, pH salival, biopeliculas.
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INTRODUCCION
El cuerpo humano presenta una extensa superficie cutdnea y mucosa a traves de

la cual se mantiene en contacto con el medio ambiente. En la amplia superficie
corporal se pueden observar diversas zonas con diferentes caracteristicas, en la
gue residen microorganismos como virus, bacterias, parasitos y hongos, la llamada

microbiota.

Entre la diversidad de hongos, el género Candida comprende un grupo de levaduras
ubicuas con caracteristicas diversas, son microorganismos unicelulares, eucariotas,
Gram positivos y se reproducen de forma asexual. Una caracteristica particular de
esta especie es su dimorfismo (Pardi y Cardoso,2002), capacidad que permite el
cambio de una célula levaduriforme a la forma de hifa segun las condiciones
ambientales, por ejemplo, a un pH bajo (<6), las células de Candida albicans crecen
predominantemente en forma de levadura, mientras que a un pH alto (> 7) se induce
el crecimiento de hifas (Mayer et. al., 2013), ademas la versatilidad y la habilidad de
adaptarse a distintos rangos de pH que le permite colonizar distintos sitios
anatomicos, o le permite pasar a su estado infeccioso. Cabe destacar que tanto la
forma de levadura y la de hifa son importantes para la patogenicidad, si bien la forma
de la hifa es mas invasiva, la forma de levadura contribuye principalmente en la

diseminacion.

De las mas de 150 especies conocidas solo algunas han sido consideradas como
patégenas para los humanos, entre ellas:

e C. parapsilosis
. krusei

o . glabrata

. tropicalis

. guilliermondii

. pseudotropicalis

. lusitaniae

. dubliniensis

. albicans (Pardi y Cardoso, 2002).

[
O 0O 000000
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Siendo esta Ultima la especie aislada con mayor frecuencia y causante de
infecciones invasoras. En pacientes con diabetes el aislamiento de especies
de Candida de la cavidad oral es frecuente y esto dependera de algunos factores
como el tipo de alimentacion, la edad del paciente, su estilo de vida, habitos de
higiene, el tipo de protesis dental que utilizan, ubicacién geogréfica, si padecen
alguna enfermedad y el tiempo que tienen de padecerla, el grado de control
glucémico, disminucién del flujo salival y el uso indiscriminado de antimicrobianos
(Mosquera- Cardenas, 2022).

Este género forma parte de la microbiota normal de nuestro cuerpo, se encuentra
en zonas como la piel y mucosas, y coloniza sitios como el tracto gastrointestinal,
tracto reproductivo, vias respiratorias altas y la cavidad oral, siendo este altimo el
lugar donde se aisla con mayor frecuencia a Candida spp., ya que se encuentra

presente hasta en un 75% de la poblacion (Mantilla-Florez, et. al., 2021).
Cavidad oral - saliva

La cavidad oral alberga una microbiota abundante y diversa, posee un ambiente
hamedo, un pH casi neutro y una temperatura relativamente constante entre 35y
36°C que le permite actuar como una importante incubadora siendo un habitat
favorable para el crecimiento de diversos microorganismos tales como las levaduras
de Candida que interactlan entre si y con diversas especies bacterianas, formando

comunidades de biopeliculas (Rebolledo, 2018).

De acuerdo con la literatura, la saliva es una fuente muy importante que brinda
informacion sobre los microorganismos presentes en la boca. Si bien la cantidad de
saliva es importante, también lo es la calidad de esta, ya que cada uno de sus

componentes cumple con funciones especificas (Tabla 1).

La secrecién diaria de saliva oscila entre 500 y 700 ml, el 99% de ésta es agua
mientras que el 1% restante esta constituido por moléculas organicas e inorganicas.
Al ser un liguido, posee diversas propiedades que benefician a la cavidad bucal
entre las cuales podemos encontrar las fisicas, ejemplo de ello es su viscosidad,

cohesién y adhesion; en cuanto a las bioquimicas podemos mencionar la
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participacion de glucoproteinas y enzimas que ayudan en el proceso de digestion y
finalmente las quimicas dentro de las cuales se encuentra el pH, el cual oscila entre
6.7 a 7.4 en reposo y puede llegar hasta 8 si la saliva es estimulada. En la saliva
tenemos un mecanismo buffer que intenta mantener neutro el pH, lo que le permite
tener la capacidad de neutralizar 4cidos y amortiguar las variaciones de acidez
permitiendo que el pH bucal se mantenga constante, de esta forma todas las
enzimas, proteinas salivales y microorganismos puedan ejercer sus funciones de
manera 6éptima, sin embargo, este mecanismo en determinadas circunstancias no
lo consigue, pues cualquier alteracion en el pH proporciona un sustrato potencial
para el crecimiento de hongos, ejemplo de ello el pH reducido por la hiperglucemia,
pues se han notificado infecciones orales por hongos y bacterias en pacientes con
diabetes debido a los cambios en la composicién de la saliva (Llena-Puy , 2006;

Zaragoza y Velasco, 2018).

Tabla 1. Componentes de la saliva y sus funciones.

FUNCIONES

Lubricacion

Antimicrobiana

Mantenimiento de la integridad de
las mucosas

Limpieza

Capacidad tampén y
remineralizacion

Preparacion de alimentos para
deglucion.

Digestion

Sabor y fonaciéon

COMPONENTES

Mucina, glicoproteinas ricas en prolina
y agua.

Lisozima, lactoferrina, mucina,
histatina, inmunoglobulinas (A),
lactoperoxidasa

Mucina, electrolitos, agua.

Agua.

Bicarbonato, fosfato, calcio ,fltior y
proteinas anionicas ricas en prolina.

Agua, mucinas

Amilasa, lipasa, ribonucleasa,
proteasa, mucina y agua.

Mucina, agua y gustatina.

Tomado de (Junior, 1996).

Se sabe que los pacientes diabéticos son candidatos potenciales para desarrollar

infecciones fungicas que frecuentemente se asocian a los niveles altos de glucosa.
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Diabetes

La diabetes, un problema importante de salud publica; de acuerdo con la OMS,

alrededor de 422 millones de personas en el mundo padecen esta enfermedad.

De acuerdo con la Federacién Internacional de Diabetes (IDF), México ocupa el 7°
lugar a nivel mundial en casos de diabetes, siendo la segunda causa de muerte en
la poblacién mexicana (INEGI, 2024). EI sistema de vigilancia epidemioldgica
hospitalaria de diabetes mellitus tipo 2 hasta el segundo trimestre de 2024 report6

gue Puebla ocupa el 4° lugar con mayor numero de casos reportados.

La diabetes es una enfermedad crénica que se origina cuando el pancreas no
produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina

gue produce. Hay tres clases principales de diabetes.

e La DMT1 (anteriormente diabetes insulinodependiente o juvenil) se caracteriza
por la ausencia de sintesis de insulina, ya que las células beta del pancreas
dejan de producirla debido a que el sistema inmunitario las ha atacado y

destruido.

e La DMT2 (anteriormente diabetes no insulinodependiente o del adulto)
comienza generalmente con la resistencia a la insulina, afeccion que hace que
las células de grasa, musculares y del higado no utilicen la insulina
adecuadamente. Al principio, el pancreas le hace frente al aumento de la
demanda produciendo mas insulina, pero con el tiempo pierde la capacidad de
secretar suficiente insulina como consecuencia del exceso de peso o la

inactividad fisica.

e La diabetes gestacional que se presenta durante las Ultimas etapas del
embarazo corresponde a una hiperglicemia que es causada por las hormonas

del embarazo o por la escasez de insulina (OMS, 2023).

Personas con diabetes estan predispuestos a tener un mayor nimero de infecciones
debido a la alteracion de su sistema inmune pues cuando se altera el equilibrio entre

el huésped y los microorganismos, se alteran sus defensas celulares, su fisiologia
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y composicién de la microbiota normal, lo que conlleva a una sobre colonizacién ,
infeccion y enfermedad; se hadescrito que entre 30 y 50% de los adultos sanos son
portadores de diabetes sin presentar signos ni sintomas de enfermedad (Pérez,
2015). Sin embargo, alteraciones en el equilibrio de la microbiota como: variaciones
en el entorno local (cambios de pH o cambios nutricionales) y el uso de antibiéticos
0 alteraciones en el sistema inmunitario (causadas por una infeccion o terapia
inmunosupresora), pueden ocasionar que Candida prolifere rapidamente y cause
infecciones, que van desde infecciones superficiales a sistémicas, esta
predisposicidon hace que Candida spp., pueda pasar de su forma comensal a

patégena (Alburquenque y Tapia, 2013).

De las especies reportadas solo algunas han emergido como patdégenos
importantes con relacion al aumento en la mortalidad, a sus factores de virulencia,
a su adaptacion y la resistencia a los antifungicos.

El potencial patégeno de las levaduras varia en forma considerable, dependiendo
de la especie. Cabe aclarar que no todas las cepas de una misma especie presentan
la misma capacidad patogénica. Otras especies de Candida causan algunas
infecciones, pero la debilidad del huésped debe ser muy marcada para permitir que

estos microorganismos menos virulentos lo invadan (Garza, 2012).

La produccion de factores de virulencia por parte de especies de Candida varia de
acuerdo al lugar y el grado de invasién, asi como la naturaleza de la respuesta del
hospedero (Guilarte y Pardi, 2009) y los factores que pueden modificar el
microambiente, lo que le proporciona a Candida spp. la capacidad de causar
infeccion lo cual esta respaldado por una amplia gama de factores de virulencia
como: el switch fenotipico (la transicion morfoldgica entre levaduras y formas hifales
gue se asocian principalmente con la formacion de biopeliculas resistentes a los
antifangicos), la expresion de adhesinas e invasinas en la superficie celular, la
secrecion de enzimas hidroliticas, el uso de antibioticos o alteraciones en el sistema
inmunitario, asi como su flexibilidad metabdlica, mecanismos de respuesta al estrés,
una rapida adaptacién a las fluctuaciones del pH ambiental y la formacion de

biopeliculas (Pérez, 2015).
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Biopelicula

Comunidad de células microbianas que se adhieren a superficies bidticas o
abidticas y estan rodeadas por una matriz extracelular. Su formacion es un proceso
secuencial que comprende cuatro etapas: la adherencia de células de levadura al
sustrato (1-3 horas), la cual puede variar significativamente entre individuos
(hombres o mujeres) e incluso en una misma persona de un dia a otro. Estas
variaciones reflejan el efecto de factores ambientales, como la dieta y componentes
nutricionales de los fluidos corporales, que provocan diferencias en la expresion de
receptores para Candida spp., en distintos individuos o, en el mismo individuo, en
diferentes dias; la proliferacién (11-14 horas) para formar una capa basal de células
de anclaje, la formacion de células hifales (20-48 horas) principalmente en la parte
superior de la biopelicula, y la dispersion lenta de células (después de 24 horas) en

forma de levadura para coloniza nuevos sitios (Fernandez, 2017).

®
Adhesion

FIGURA 1. Representacion
esquematica del desarrollo de
la biopelicula de Candida
albicans.

5
®

Iniciacién Tomado de (Fernandez,

®
2017).

Dispersion

®

Maduracion

Cada especie de Candida presenta diferencias en términos de formacion de
biopeliculas, es decir, a nivel de su morfologia, caracteristicas de la matriz
extracelular y la capacidad de conferir resistencia antifingica, lo cual aumenta el
desafio de encontrar una solucién efectiva para enfrentar las amenazas

de las biopeliculas de Candida como un problema unico (Del Pozo y Cantén,
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2016). De hecho, debido a la aparicién de estas infecciones fungicas, existe una
necesidad urgente de encontrar enfoques terapéuticos adecuados que puedan
tratar a los pacientes de manera mas eficiente, por lo que para encontrar estas
terapias es necesario el estudio de las diferentes caracteristicas patogénicas de

estas especies, como la formacion de biopeliculas.
Resistencia a antifungicos

Los farmacos antifingicos mas comunes en el uso clinico actual para el tratamiento
de la candidiasis oral son los polienos (Anfotericina B (AmB) y Nistatina) y los azoles
(Miconazol, Fluconazol, Ketoconazol e Itraconazol), utilizados principalmente por
via topica (Araiza, et. al., 2023). En los ultimos afios la resistencia antifingica crece
y evoluciona de manera rapida, aln con la aparicion de nuevos farmacos, por lo que
el nimero de casos de micosis con falla terapéutica se ha incrementado en el
mundo, esto se atribuye al uso masivo e indiscriminado de antifangicos tanto en
forma preventiva como terapéutica ,a deficienciasx en la funcion inmunolégica ,a la
baja biodisponibilidad de los antifingicos, a alteraciones en el metabolismo de
estos, y a su resistencia primaria o secundaria segun sea el caso, lo cual ha
generado el desplazamiento de cepas sensibles por otras mas resistentes (Al-Attas
y Amro, 2010).

El fendbmeno de resistencia es complejo y multifactorial, sus mecanismos son
variables y pueden deberse principalmente a diversas situaciones, como:
inactivacion directa de la molécula, alteracion de la sensibilidad del cuerpo al
cambiar su blanco de accion, reduccion de la concentracion del farmaco para
alcanzar su blanco sin cambiar su estructura quimica, alteraciones en el
metabolismo de los antifingicos, ciertas interacciones medicamentosas,
surgimiento de levaduras resistentes, aparicion de nuevas especies patégenas,
prescripcion irracional de antifUngicos como profilaxis, aumento de las dosis
terapéuticas o la resistencia primaria (donde la levadura es naturalmente resistente)
y secundaria (donde cepas susceptibles se transforman en organismos resistentes
debido al contacto previo con el antifingico) que pueden presentar y aunque el

farmaco, la levadura y el pH del ambiente se encuentran influenciados, los factores
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del paciente son con frecuencia los mas relevantes para definir su resistencia
(Rivera et. al., 2013).

En pacientes con Diabetes Mellitus (DM), el flujo salival y el pH contribuyen a la
colonizacion por levaduras (Ugalde, 2008), lo que conduce a un aumento en la tasa
de portadores de Candida (Vijayalakshmi, et.al., 2020). Aun existe controversia con
respecto al papel de Candida en la cavidad oral de sujetos diabéticos debido a que
en la literatura se han reportado discrepancias que se atribuyen a la metodologia
utilizada en el laboratorio, el nUmero y caracteristicas de los sujetos y las técnicas
de muestreo utilizadas (Araiza et. al., 2023).
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ANTECEDENTES

Especificos

A la fecha, no existe suficiente evidencia que correlacione pH salival, crecimiento
de biopeliculas de especies de Candida y su resistencia a anti fingicos en saliva de
pacientes con DM, por lo que es importante establecer la relacion que existe entre

el pH salival y el comportamiento de estas variables

e Parametros salivales como el pH se ven afectados por anomalias
metabdlicas como la diabetes, nutricionales y por la ingesta de farmacos
como son los diuréticos y los antihipertensivos (KM et. al., 2013).

e Durante los episodios de hiperglucemia, la alteracién ambiental en la cavidad
oral aumenta la produccion de glucosa y pH acido salival, lo que favorecio la

transicion de Candida spp. de comensal a patégeno (Balan et. al., 2015).

e El grupo de colaboradores de Mohamadi reportaron que un grupo de
diabéticos presentaron valores de pH salival disminuido comparado con el
grupo control, ademas demostraron que existe mayor cantidad de colonias
de Candida a pH bajo (Mohamadi et. al., 2016).

e En trabajos mas recientes Bhuyan y su grupo de estudio mostraron patrones
de sensibilidad variable a los antifungicos probados. Mencionan también que
factores predisponentes como la nutricion, la disminucién de la funcion
salival, el cambio en el pH de la saliva y el alto nivel de glucosa salival ayudan
al crecimiento excesivo de Candida en el microambiente oral, por lo que
identificar la especie es de gran importancia para conocer su resistencia
especifica a los antifingicos ya que al ser estos utilizados en exceso dificulta

su erradicacion (Bhuyan et. al., 2018).

e En una recopilacion de "Causas que influyen la mayor cantidad de
incidencias de candidiasis oral en diabéticos” se reportd que el crecimiento
de Candida en la saliva se acompafia de una rapida disminucion del pH, lo

que favorece su crecimiento y desencadena la fosfolipasa extracelular y las

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES

19



proteasas &cidas, aumentando la adhesion de la levadura a las superficies
de la mucosa oral (Rodrigues et. al., 2019).

La colonizacion oral por Candida se ha asociado significativamente con el
control glucémico, el tipo de diabetes y el pH de la saliva (Vijayalakshmi et.
al., 2020).

En un estudio previo realizado en nuestro grupo de trabajo se observé que
el pH salival en los individuos diabéticos tiende a decrecer en comparacion
con el grupo control (6.29+-0.46 vs 6.8+-0.35 respectivamente) (L6pez,
2018).

El grupo de EI-Azizi al estudiar la actividad antifingica de AmB contra
biopeliculas de Candida albicans encontré que hay una disminucion
significativa en la dispersion de células de C. albicans de la biopelicula (El-
Azizi et. al., 2015).

Pacientes descompensados con DM tipo 2 presentaron niveles de
acidificacion salival y una mayor diversidad y cantidad de levaduras del
género Candida. Asi mismo en el estudio de susceptibilidad hacia Nistatina
a diferente pH se observé mayor inhibicion a un pH de 6.5 a 7 (Aitken-
Saavedra, et. al., 2018).

En una recopilacion de datos del trabajo "Candida spp. Infecciones en
pacientes con diabetes mellitus™ del grupo de Rodrigues, muestran datos
sobre la resistencia antifingica de especies de Candida aisladas de
pacientes diabéticos donde hay una excelente efectividad a Nistatina y AmB,
seguida de Ketoconazol (Rodrigues, 2018).

En México Manzano-Gayosso y colaboradores concluyeron que de los 40
aislamientos de Candida spp., 11 mostraron resistencia (27.5 %): siete a
ketoconazol e itraconazol; tres soOlo a itraconazol y uno a ketoconazol. Un
aislamiento de C. glabrata fue resistente a los cuatro azoles y ninguna de las
levaduras mostré resistencia a Anfotericina B (Manzano-Gayosso, et. al.,
2007).

Al describir la susceptibilidad antifungica en una Universidad en Chile, Porte

y colaboradores demostraron que del total de las cepas de Candida

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES

20


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vijayalakshmi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33149492
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=El-Azizi%20M%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rodrigues%20CF%5BAuthor%5D

estudiadas hubo 100% de susceptibilidad/sensibilidad a AmB tanto C.
albicans como Candida no albicans (C. glabrata, C. tropicalisy C.
parapsilosis) (Porte, et. al., 2012).

e El estudio de la resistencia a antifungicos de Candida spp. en el estado de
Baja California reporta que los fenotipos de resistencia a polienos por parte
de especies Candida albicans y no-albicans son relativamente bajos (Clarck
Ordofiez et. al., 2017).

e Las especies no albicans son naturalmente mas resistentes a los azoles en
pacientes diabéticos ya que han tenido contacto con terapias antifingicas
con azoles y pueden ya no ser tan eficaces para sus tratamientos (Navarro,
2019).

e Avellaneda en 2021, observo que el pH de las personas diabéticas es mas
acido comparado al pH de las personas sanas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones causadas por hongos del género Candida en pacientes diabéticos
se ha incrementado en los ultimos afos. Estd demostrado que Candida tiene una
gran capacidad de formar biopeliculas y colonizar superficies mucosas como la
cavidad oral de estos pacientes, los cuales, al estar en un estado de
inmunosupresion se vuelven susceptibles. Diversos factores facilitan la entrada de
Candida a la cavidad oral, como es la alteracion el pH salival entre otros, condicidon

que facilita su colonizacién y con ello su resistencia hacia los antifungicos.
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JUSTIFICACION

La cavidad oral representa uno de los sitios anatomicos que refleja el estado de
salud sistémica y es susceptible a infecciones generadas por microorganismos
oportunistas, tales como los del género Candida. Un aumento en el nUmero de estas
levaduras facilitaria la formacién de biopeliculas, lo cual juega un papel importante
en su ciclo y subsistencia, esta capacidad puede verse afectada por diversos
factores, como las variaciones en el pH salival, ya que una disminucién de este
facilita la proliferacion de hongos de este género, influyendo en su
sobrecolonizacién en individuos con un estado metabdlico alterado, como es el caso

de la diabetes.

La diabetes mellitus (DM) sigue en aumento considerable, y nuestro estado ocupa
uno de los 10 primeros lugares a nivel nacional en prevalencia. Por lo tanto, es
fundamental conocer las especies de Candida, presentes en la cavidad oral de
pacientes diabéticos, su relacion con el pH de la saliva y la formacion de
biopeliculas, las cuales, debido a su complejidad, adquieren mayor resistencia a los

antifangicos, dificultando su tratamiento.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

e Determinar la relacion entre el pH salival de adultos diabéticos y la formacion

de biopeliculas de cepas del género Candida aisladas de estos pacientes.

Objetivos particulares:

e Confirmar mediante pruebas bioquimicas las especies de las cepas de
Candida.

e Determinar la sensibilidad a 5 antifungicos (Nistatina, Econazol, Miconazol,
Ketoconazol y Anfotericina B) de las cepas de Candida en estudio.

e Evaluar la capacidad de formacion de biopeliculas de Candida en presencia
de saliva del paciente diabético.

e Analizar la formacién de biopeliculas de Candida bajo diferentes condiciones
de pH.
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MATERIAL Y METODOS

Este estudio se llevo a cabo en el Centro de Investigaciones Microbiologicas del
Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla en el
laboratorio de Micologia Médica II.

Las personas que participaron en este estudio, previamente dieron su autorizacion
a través de una carta de consentimiento informado que firmaron para trabajar con

sus datos y las muestras que nos brindaron.

% Los criterios de seleccion de la poblacion de estudio fueron los
siguientes:
Criterios de Inclusién
e Adultos mayores de 18 afios.
e Provenientes del Estado de Puebla.
e Ambos sexos.
¢ Individuos diabéticos con méas de un afio de haber sido diagnosticados.
¢ Individuos con una HbAlc >6.5% y Niveles de Glucosa (>100mg/dl).
e No padecer enfermedades cronicas diferentes a DMT2 (SIDA, cancer,
enfermedades cardiovasculares).
¢ No haber padecido infecciones fungicas con anterioridad.
¢ No estar en tratamiento con antibiéticos, antivirales, o antifingicos.
Criterios de exclusion
¢ No cumplieron con las muestras requeridas.
¢ No proporcionaron informacion suficiente (datos generales).
e Estuvieran en algun tratamiento odontoldgico.
e Consumen con regularidad bebidas alcohélicas, son fumadores o
drogadictos.
e Sean portadores de proétesis dental.
e Mujeres embarazadas.

e Estén recibiendo tratamiento médico con antibiéticos.
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Los criterios para la seleccion de las cepas de estudio fueron los

siguientes:

e Provenientes de pacientes diabéticos
e UFC >100
e Pertenecientes al género Candida

e UnpHsalivalentre6y 7

Recoleccion de la muestra

Oral: La muestra de saliva de los pacientes sanos y diabéticos se recolectaron bajo
los mismos criterios; sin aseo previo de la boca al despertarse y sin consumir

alimentos hasta la obtencién de la muestra total (15ml).

En un recipiente estéril, los pacientes depositaron la
mayor cantidad de saliva posible (15ml) estimulando
la salivacién Unicamente con papel parafilm, una vez
obtenidos, la muestra se mantuvo en hielo y se llevd
a procesar de inmediato al laboratorio en donde el pH
se midi6 utilizando un pH-metro para finalmente
esterilizar la muestra utilizando el método de filtracion

por membrana.

FIGURA 2. Método de esterilizacién por filtracion

(Aguilar Angeles)

Pruebas de identificacion para levaduras de Candida.

Una vez seleccionadas las cepas participes del estudio lo primero que se realizé

fue:

e Descripcion morfolégica: Se realiz6 la siembra de una muestra de colonias
de Candida en Agar Dextrosa Sabouroud (ADS) en una placa con 10 ml de
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medio por estria cruzada, después del periodo de incubacion (48 horas a 37°)
se registraron las caracteristicas morfologicas de las especies de Candida
como la textura (cremosa, lisa, seca, rugosa), bordes y tamafo (colonias
pequefias o grandes).

e Examen microscopico: donde se tomo6 una pequefia muestra de las colonias
que crecieron en ADS de Candida y se disolvio en una gota de agua destilada
para observarla bajo el microscopio 6ptico con el objetivo 40x y asi describir
su forma, tamafio y la presencia de hifas o pseudohifas.

e Crecimiento en el medio CHROMagar Candida®: finalmente se tomd una
colonia y se realiz6 una siembra por estria cruzada o cola de pez en el medio

selectivo CHROMagar Candida® de 20ml, se incubo a 37° por 48 horas.

TABLA 2. Coloracion de colonias en medio CHROMagar

Verde esmeralda C. albicans
Rosa claro mate C. parapsilosis
Violeta C. glabrata
Verde militar C. dubliniensis
Rosa con halo blanco C. krusei

Azul metélico C. tropicallis
Blanco/crema Candida spp.

Debido a que posee sustratos artificiales que son degradados por enzimas
especificas produce colores especificos (color verde esmeralda, verde militar,
violeta, rosa, azul metélico, blanco, brillante u opaco) para diferentes especies de
Candida y de esta manera poder diferenciarlas: (L6pez, 2018).

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

o Perfil de resistencia: De acuerdo al CLSI 2018 se determiné la susceptibilidad

a 5 antifangicos por el método de difusion en disco Kirby Bauer.

A partir de un cultivo en ADS de Candida de 24 horas de crecimiento se
resuspendieron colonias en un tubo de ensaye con agua destilada estéril hasta
ajustarlo a una turbidez de 0.2 en la escala de McFarland. Se inocularon las
placas de Mueller-Hinton con un hisopo estéril impregnado con la suspension

ajustada, deslizandolo tres veces masivamente girando la placa 45° en cada
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cambio y pasandolo por ultimo sobre la periferia de la placa, para conseguir un

crecimiento uniforme.

Posteriormente, con la ayuda de unas pinzas estériles, se colocaron los discos
antimicrobianos (BBLmv) en la placa, separados entre si para no generar efectos
antagonicos entre ellos. Finalmente, a las 24 horas se analizaron los halos de
inhibicion midiendo la zona visible. Los experimentos se realizaron por triplicado

y los criterios de identificacion antifungica fueron los establecidos por el CLSI.

Ensayo de la formacién de biopelicula por el método de Cristal Violeta

e Para este procedimiento se parti6 de un cultivo en medio Agar Dextrosa
Sabouroud de 48 horas de crecimiento, se tomé una colonia, se inocul6 en
20 ml de medio YPD y se incub6 durante 16 horas a 37°C, transcurrido ese
tiempo se tomé 1ml del cultivo y se centrifugd en un tubo eppendorf a 3000
rom durante 5 minutos para obtener una pastilla de células la cual se
resuspendié en 5ml de Caldo Sabouroud para realizar el ajuste a una D.O.
de 0.200nm; a partir de este inéculo se procedié a realizar el llenado (1ml
total por pocillo) de la placa multipozo de poliestireno de la siguiente manera:

FIGURA 3. Placa inoculada con saliva y medio RPMI
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TABLA 3. Distribucion de la placa multipozo.

Saliva de
diabético
inoculada
Saliva de
diabético
inoculada
Saliva
diabético sin
inocular
Saliva
diabético sin
inocular

e Pasadas las 24 horas de incubacién a 37° , con una pipeta se lavo cada
pocillo para retirar el medio que llevara células planctonicas y se dejaron solo
las adheridas a la pared; se fijo con etanol al 70% y se tifio con cristal violeta
al 0.02%. Tras la tincion se realizaron 2 lavados con agua estéril para eliminar
el cristal violeta y el sobrenadante, posteriormente se agregd acido acético
glacial al 33% para permitir que el colorante adherido a las paredes del pocillo
se liberara para asi realizar la lectura de la formacion de la biopelicula en un

espectrofotometro a una D.O. de 530nm (Fernandez, 2017).
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Saliva sano
inoculada

Saliva sano
inoculada

Saliva sano
sin inocular

Saliva sano
sin inocular

Inoculo + Inoculo + RPMI
RPMI 6.2 RPMI 7.2
Inoculo + Inoculo + RPMI
RPMI 6.2 RPMI 7.2
RPMI Saliva Saliva
inoculado+ diabético diabético
DMSO inoculado + inoculado +
AmB 100ul/ml | AmB 200pl/ml
RPMI Saliva sano Saliva sano
inoculado + inoculado + inoculado +
DMSO AmB 100ul/ml | AmB 200pl/ml

RPMI 7.0
inoculado

RPMI
inoculado

RPMI
inoculado +
AmB 200
wl/mi
RPMI
inoculado +

AmB 200 pl/ml
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RESULTADOS
1.- Caracteristicas generales de las cepas de estudio

Se trabajo con un total de 10 cepas de Candida, 2 cepas tipo ATCC vy 8 aisladas

de cavidad oral de pacientes diabéticos a las cuales se realizaron pruebas de

identificacion fenotipica.

FIGURA 4. Morfologia colonial de las distintas cepas de Candida presentes en este estudio.

Se confirmaron las especies de Candida con los métodos tradicionales.

TABLA 4. Pruebas de identificacion de levaduras de Candida

Crecimiento a 37°  Tubo germinal CHROM agar Especie
+ + Verde esmeralda Candida albicans
+ + Candida albicans
+ + Candida albicans
+ il Candida albicans
+ + Candida albicans
+ n/a Rosa claro Candida

parapsilosis

+ - Rosa con halo blanco = Candida krusei
+ - Violeta Candida glabrata

Todas tuvieron un crecimiento a 37°C y de acuerdo a las diferentes pruebas se
confirmaron 5 especies de Candida albicans, una especie de Candida parapsilosis,

krusei y glabrata respectivamente.
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GRAFICO 1.

TABLA 5. NUumero de aislados por

especie.
C. albicans 5
C. glabrata 1
C. parapsilosis 1
C. krusei 1

13%

12%

Porcentaje de aislados de especies de Candida

13%
= C. albicans
= C. glabrata
62%
C. parapsilosis

C. krusei

FIGURA 5. Deteccion de especies de
Candida en CHROMagar
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2.- Caracteristicas de los grupos de estudio

TABLA 6. Caracteristicas de pacientes diabéticos de donde se aislaron las cepas
de Candida utilizadas en este trabajo.
pH HbAlc Glucosa UFC EDAD SEXO # DE ANOS

salival % mg/dl CON
DIABETES

D39015 C. albicans 6 11.3 160 600 66 M >10
PUDS006 C. albicans 6 7.4 166 406 48 F >10
D4109 C. albicans 6 11.3 164 600 65 M >15
D10010 C. albicans 6 51 146 I 54 F >10
D1001 C. albicans 6 51 146 100 54 F >10
D4405 C. parapsilosis 6 8.1 152 200 74 F >15
D401 C. krusei 6 14.2 162 I 74 M >15
D41033 C. glabrata 6 11.3 164 I 65 M >15

HbA1c (Hemoglobina glicosilada)
UFC (Unidades Formadoras de Colonias)
I (Incontables) (Marmolejo, 2018)

Valores de pH salival del control y diabéticos

TABLA 7. pH salival (Datos estimados en media +- Desviacion Estandar)

Desviacion _ )
GRUPO Promedio Moda Minima Méaxima
estandar
CONTROL 7.1 0.1814416 7 5.8 7.2
DIABETICOS 6.2 0.24978938 6.2 5.8 6.5
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e El pH salival de nuestros pacientes sanos y pacientes diabéticos presenta
una diferencia significativa, pues se observa mayor acidificacion en los

pacientes diabéticos (pH 6.2+0.24) que en el grupo control (pH 7.1+0.18).

GRAFICO 2. Comparacion del pH salival en pacientes sanos y
pacientes diabéticos.
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3.- Formacion de biopeliculas de Candida en presencia de saliva del paciente

diabético.

TABLA 8. Produccién de biopelicula de cepas de Candida en presencia de saliva como

Cepa
PUD5006 C. albicans
D39015 C. albicans
D4109 C. albicans
D1001 C. albicans

D10010 C. albicans

D4405 C. parapsilosis
D401 C. krusei

D41033 C. glabrata

pH
salival
7.2
7.2
7.0

6.5

7.2

7.2

7.2

7.0
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medio.
Control pH
(D.0.530nm)  salival
Biopelicula
2.061 6.5
1.889 6.2
2.081 6.2
2.759 5.8
1.785 6.5
1.089 6.5
1.189 5.8
1.678 6.0

Diabético 1
(D.O. 530nm)
Biopelicula

1.735

2.014

2.145

2.827

2.015

1.943

2.727

2.532

pH
salival
6.2
6.2
6.2

5.8

6.2

6.2

6.0

6.2

Diabético 2
(D.0O. 530nm)
Biopelicula

1.308

2.146

2.251

2.965

2.121

2.064

2.418

2.243

34



GRAFICO 3. Formacion de biopelicula en presencia de saliva
control con su pH salival correspondiente.
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Por los valores de D.O. obtenidos se observa un mayor crecimiento de biopelicula
en saliva de pacientes diabéticos que en el grupo control, asi como un aumento en

la formacion de biopelicula cuando el pH salival disminuye.

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES

6.6
6.4
6.2
6.0
5.8
5.6
5.4

[eAljes Hd

35



4.- Formacién de biopeliculas de Candida a diferentes valores de pH en
medio RPMI.

TABLA 9. Produccion de biopelicula de cepas de Candida en presencia de

medio RPMI.
RPMI 6.2 RPMI 7 RPMI 7.2
D. 0. (530nm) D. O. (530nm) D. O. (530nm)

PUD5006 C. albicans 1.565 1.936 1.482
D39015 C. albicans 1.884 2.175 1.517
D4109 C. albicans 1.522 2.441 1.346
D1001 C. albicans @ 3.293 2.356
D10010 C. albicans 1.982 2.111 1.648
D4405 C. parapsilosis 784 1.341 0.628
D401 C. krusei 1.247 1.471 0.930
D41033 C. glabrata 0.943 1.487 0.852

Al comparar la formacion de biopelicula en medio RPMI a tres diferentes variaciones
de pH (6.2, 7 y 7.2) se observé que de todas las cepas probadas la D1001
correspondiente a C. albicans aislada de cavidad oral de un paciente diabético con
las siguientes caracteristicas fue la cepa con mayor formacién de biopelicula en las

3 variaciones de pH.

e pHG6
e HbAlc5.1%
e Glucosa 146 mg/dl

e UFC Incontables

Mientras que la cepa D4405 correspondiente a C. parapsilosis aislada igualmente
de cavidad oral de un paciente diabético con las siguientes caracteristicas fue la
cepa con la menor formacién de biopelicula en las 3 variaciones de pH del medio.
e pHG6
e HbAlc 8.1%
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e Glucosa 152 mg/di
e UFC 200

La formacion de la biopelicula en las diferentes concentraciones de pH en el medio
RPMI presenta mayor crecimiento a pH de 7, seguidos de 6.2 y el menor crecimiento

a pH de 7.2 (Tabla 9, Grafico 6).

GRAFICO 6. Crecimiento de biopelicula de diferentes especies de
Candida aisladas de cavidad bucal a diferentes pH.
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Las cepas del grupo de especies no albicans presentaron menor crecimiento de

biopelicula comparadas con especies de C. albicans en los tres valores de pH.

|
|\1 )
3 D Tl

RPMI 6.2 RPMI 7 RPMI 7.2
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B PUD5006 C. albicans ® D39015 C. albicans ®D4109 C. albicans W D1001 C. albicans

D.O. (530nm)

B D10010 C. albicans W D4405 C. parapsilosis ® D401 C. krusei D41033 C. glabrata

GRAFICO 7. Formacion de biopelicula de Candida albicans y no albicans
en medio RPMI a diferentes concentraciones de pH (6.2, 7y 7.2)

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES



5.- Formacion de biopelicula de especies de Candida en saliva de pacientes
diabéticos y medio RPMI pH 7.

TABLA 10. Produccion de biopeliculas de cepas de Candida en presencia de
medio RPMI y saliva de pacientes diabéticos como medio de cultivo.

I RPMI 7 DIABETICO1 DIABETICO 2
D. 0. (630nm) D.O. (530nm) D. O. (530nm)
" PUD5006 C. albicans 1.936 1.735 1.308
§ D39015 C. albicans 2.175 2.014 2.146
S D4109 C. albicans 2.441 2.145 2.251
< D1001 C. albicans 3.293 2.827 2.965
o D10010 C. albicans 2.111 2.015 2.121
m D4405 C. parapsilosis 1.341 1.943 2.064
C
e 3 D401 C. krusei 1.471 2.727 2.418
SR
© D41033 C. glabrata 1.487 2532 2.243
4
3.5
- 3
g 2.5
8 2
O 15
o
1
0
S S S (8]
o\“ o\“\ &“\“ e 09""\09 g“‘&e &"“&&
00@6 g@ ¢ o o"& & @
$ oS N X X & N
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mRPMI7 mDIABETICO1 DIABETICO 2

GRAFICO 8. Produccion de biopelicula de cepas de especies de Candida en presencia
de medio RPMI y saliva de pacientes diabéticos como medio de cultivo.

Se puede observar que la mayor formacién de biopelicula se dio en presencia de
medio RPMI para las cepas de C. albicans, mientras que para las Candida no
albicans fue en presencia de saliva.
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6.-Pruebas de sensibilidad a los antifungicos

TABLA 11. Sensibilidad a antifiungicos de los aislados de C. albicans y no
albicans de pacientes diabéticos.

POLIENOS AZOLES
CEPA AmB  NISTATINA ECONAZOL KETOCONAZOL — MICONAZOL
(20 pg) (100 UI) (10pg) (10p9) (10p9)
D39015 S S S S S
” PUD5006 S S S S S
c
% D4109 s s R s R
g D10010 S s S S R
=
C
[
e D1001 S S S S S
@ s S S R S R
S parapsilosis
2 D401
[
o krusei S S a a S
<
(5]
= D41033
g glabrata S S R R R
O
S
- ATCC10231 S S S S
=
(@)
(8]
©
S ATCC66027 S S S S S
(@]
S = Sensible

R = Resistente
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GRAFICO 9. Porcentaje de sensibilidad de las cepas del género Candida

Sensibilidad a los antifungicos
Como se muestra en los datos del

gréfico, todas las cepas probadas en
este estudio fueron sensibles al grupo
de los polienos (AmB y Nistatina),
mientras que para el grupo de los
azoles (Ketoconazol, Miconazol vy

Econazol) el porcentaje corresponde a

= AMB = NISTATINA = ECONAZOL un 50 y 75% de sensibilidad.
KETOCONAZOL = MICONAZOL

GRAFICO 10. Distribucion del nimero de cepas resistentes a cada uno de los
antifangicos probados.

#de 4
muestras

mAB NISTATINA  ®mECONAZOL mKETOCONAZOL m MICONAZOL

De manera individual se muestra la cantidad de cepas que fueron resistentes a cada
uno de los antifingicos, observamos que Unicamente cuatro de las ocho cepas
presentaron resistencia a Econazol y Miconazol, seguidos de Ketoconazol con tres

de los ocho y finalmente ninguna cepa resistente a AmB y Nistatina.
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GRAFICO 11. Distribucion de cepas de Candida albicans y no albicans resistentes
a antifangicos.

#de
muestras

W D39015 albicans PUDS5006 albicans ® D4109 albicans B D10010 albicans
W D1001 albicans B D4405 parapsilosis ® D401 krusei D41033 glabrata

Se probaron los cinco antifungicos en cada una de las cepas y observamos que C.
glabrata fue la cepa que tuvo resistencia a tres de los cinco antifungicos, de los
cuales tres son azoles (Econazol, Ketoconazol y Miconazol), en cuanto a C.
parapsilosis, C. krusei y una C. albicans fueron resistentes a dos de los cinco
antifangicos, finalmente las demas cepas de C. albicans no presentaron resistencia

a ningun antifiingico o en su caso solo a uno.
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7.- Accion de AmB a diferentes concentraciones contra la formacién de
biopeliculas de Candida en medio RPMI y saliva.

TABLA 12. Accién de AmB en las cepas formadoras de biopelicula en medio RPMI

CEPA RPMI 7 RPMI 7 + AmB 200 pg/ml
(D.O. 530nm) (D.O. 530nm)
PUD5006 C. albicans 1.936 0.291
D39015 C. albicans 2.175 0.561
D4109 C. albicans 2.441 0.473
D1001 C. albicans 3.293 0.502
D10010 C. albicans 2111 0.660
D401 C. krusei 1471 0.955
D4405 C. parapsilosis 1.341 0.747
D41033 C. glabrata 1.487 0.516

GRAFICO 12. Produccién de biopelicula de cepas de Candida en presencia de
medio RPMI y su inhibicion con AmB 200ug/ml.
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Al compatrar el crecimiento de las cepas en medio RPMI y medio RPMI adicionado
con AmB 200 ug/ml se observo que todas las cepas presentaron inhibicion por parte
del antifungico y la cepa con mayor crecimiento en medio RPMI fue C. albicans
D4109, misma en donde se observa un porcentaje mayor de inhibicion de AmB
200ug/ml.
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D.O. (530nm)

TABLA 13. Accion de AmB 100ug/ml y 200ug/ml en las cepas formadoras de
biopelicula en presencia de saliva del paciente control

CEPA Paciente control Paciente control + Paciente control +
saliva como medio AmB 100 pg/ml AmB 200 pg/ml
(D.O. 530nm) (D.O. 530nm) (D.0.530nm)
PUD5006 C. albicans 2.061 1.649 1.665
D39015 C. albicans 1.889 1.566 1.384
D4109 C. albicans 2.081 2.079 2.006
D1001 C. albicans 2.759 1.330 0.936
D10010 C. albicans 1.785 0.588 0.551
D4405 C. parapsilosis 1.089 0.679 0.782
D401 C. krusei 1.189 0.679 0.581
D41033 C. glabrata 1.678 0.465 0.468

GRAFICO 13. Produccion de biopelicula de cepas de Candida en presencia de saliva

de paciente control como medio y su inhibicion con AmB 100ug/ml y 200ug/ml.
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TABLA 14. Accién de AmB 100ul y 200ul sobre las cepas formadoras de biopelicula en
presencia de saliva del paciente diabético 1

CEPA Diabético1l  Diabético 1 + AmB 100 pug/ml Diabético 1 + AmB 200 pg/ml
(D.0.530nm) (D.0. 530nm) (D.O. 530nm)
PUD5006 C. albicans 1.735 1.367 1.105
D39015 C. albicans 2.014 1.731 1.480
D4109 C. albicans 2.145 1.588 1.543
D1001 C. albicans 2.827 1.595 1.313
D10010 C. albicans 2.015 1.019 0.751
D4405 C. parapsilosis 1.943 1.407 1.123
D401 C. krusei 2.727 0.724 0.637
D41033 C. glabrata 2.532 0.793 0.705

GRAFICO 14. Produccion de biopelicula de cepas de Candida en presencia de saliva

como medio del paciente diabético 1 y su inhibicion con AmB 100ug/mly 200ug/mil.
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TABLA 15. Accion de AmB 100ul y 200ul en las cepas formadoras de biopelicula en presencia

de saliva del paciente diabético 2

CEPA Diabético 2 Diabético 2+AmB 100ug/ml Diabético 2+AmB
(D.O. 530nm) (D.O. 530nm) 200ug/ml
(D.O. 530nm)
PUD5006 C. albicans 1.308 1.259 1.198
D39015 C. albicans 2.146 2.095 1.865
DA4109 C. albicans 2.251 2.022 1.864
D1001 C. albicans 2.965 1.460 1.281
D10010 C. albicans 2.121 0.601 0.534
D4405 C. parapsilosis 2.064 0.868 0.594
D401 C. krusei 2.418 0.693 0.588
D41033 C. glabrata 2.243 0.599 0.500

GRAFICO 15. Produccion de biopelicula de cepas de Candida en

presencia de saliva como medio de paciente diabético 2 y su

inhibicion con AmB 100ug/ml y 200ug/mil.
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En el grafico 15 se muestra la
comparacion del crecimiento de
las cepas usando como medio
la saliva de los pacientes
diabéticos con adicion de AmB
a diferentes concentraciones
(100 y 200 pg/ml), donde se
observdo de manera individual
gue todas las cepas a las que
se les adiciond el antifungico
presentaron inhibicién, aunque
en las cepas de Candida no
albicans no se presenté mayor
inhibicién.

Evaluando el comportamiento
general de las cepas como
respuesta a la presencia de
AmB podemos observar que
existe inhibicion, sin embargo,
al comparar las 2
concentraciones de AmB que
se afiadio a las biopeliculas se
observa que la inhibicion fue
parcial.
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DISCUSION

Para este estudio se tomaron levaduras aisladas de cavidad oral de pacientes
diabéticos del Estado de Puebla a partir del trabajo de Lopez Marmolejo realizado

en 2018, las cuales corresponden a:

o) C. albicans

o

5

o 1 C.glabrata
1 C. parapsilosis
1

o) C. krusei

En su trabajo se reporta a Candida albicans como la especie prevalente con un
porcentaje del 67.74% de aislamientos, estos datos coinciden con la prevalencia de
aislamientos de esta especie en pacientes inmunocomprometidos reportados por
varios grupos de investigadores en diferentes partes del mundo como Campisi et
al., 2002 Italia (65.9%), Luque et al., 2009 Argentina (62.3%) y Hamza et al., 2008
Africa (84.5 %) y en nuestro pais cifras como el 75.5% de aislamientos en la ciudad
de Tijuana (Clarck Ordorfies et.al. 2017) y el 66.7% en la ciudad de México (de
Repentigny y Jolicoeur, 2004). En cuanto a los datos obtenidos de las especies no
albicans se encontraron las siguientes frecuencias de aislamientos: C. krusei
(3.7%), C. parapsilosis (1%) y C. glabrata (18.5%), lo que concuerda con los autores
Al-Attas y Amro., 2010 y Premkumar et al.,2014, Suarez-Alvarez, et. al., 2016,
Aitken-Saavedra et al., 2018 y Eslava Rico en 2020, quienes reportaron que en las
personas diabéticas se obtiene una mayor cantidad de Candida albicans y con
menor frecuencia la presencia de especies no albicans como C. krusei, C. glabrata,
C. tropicalis y C. parapsilosis. Aunque la colonizacién de Candida spp. puede estar
relacionada con las condiciones y factores de riesgo de cada paciente como el nivel
de higiene oral, uso de prétesis dentales, habitos de fumar, aumento de glucosa en
saliva, disminucién del pH salival, edad, entre otros, la diabetes ha demostrado ser
un factor importante para que especies de Candida predominen en muestras orales

de estos pacientes.
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Nuestros resultados muestran que el pH salival de personas sanas fue de 7.1+0.18
y 6.2+0.24 en diabéticos, esto corresponde con lo planteado por algunos autores que
sefialan que pacientes con DM pueden presentar un pH salival menor que los
pacientes no diabéticos. KM y colaboradores en 2013 obtuvieron datos significativos
al comparar el pH salival de pacientes con DM al obtener un promedio de 6.69 en
comparacién con pacientes sanos quienes presentaron un pH de 7.09. Por otra parte
Mohamadi y colaboradores en 2016 obtuvieron valores de 6.52+0.48 en muestras
de pacientes diabéticos, mientras que para su grupo control los valores de pH fueron
de 6.87+0.29. El grupo de Islami en 2011 reportd valores de pH para pacientes
diabéticos y sanos de 6.96+0.71 y 7.53+0.58 respectivamente; en 2018 Lépez,
obtuvo valores de 6.29+0.46 para un grupo de pacientes diabéticos en el Estado de
Puebla y 6.8+0.35 para el grupo control; en 2021 Avellaneda y colaboradores
reportaron que el pH salival en pacientes sanos en promedio es de 8.3, mientras que
para los pacientes diabéticos 6.5; finalmente Hajisadeghi y colaboradores en 2023
evaluaron el efecto de la saliva controlada de diabéticos y no diabéticos sobre la
adherencia de Candida albicans encontrando que el pH salival era mas bajo en el
grupo de diabéticos (KM et.al., 2013; Mohamadi et.al.,, 2016; Lépez, 2018;
Avellaneda et.al., 2021; Hajisadeghi et.al., 2023) .

En los ultimos afios el estudio de Candida spp. y su relacion con el pH se ha
centrado en determinar la diversidad y prevalencia de este microorganismo. Nuestro
trabajo evaluo6 la capacidad de formar biopeliculas en saliva de pacientes diabéticos,
coémo podemos observar en la Tabla 8 hay un pequefio aumento en la formacion de
-{}+ki’ppila biopelicula en estos pacientes demostrando asi que la saliva de estas
personas tiene cierto potencial al facilitar la formacion de la biopelicula tal y como lo
reporté Gulia y colaboradores en 2018; de igual manera al evaluar el pH y el
comportamiento de la biopelicula se pueden comparar los graficos 4 y 5 con el
grafico 3 donde los datos sugieren que a menor pH salival mayor formacién de
biopelicula, datos que coinciden con Mohamadi, et. al., 2016; Bhuyan, et. al., 2018,
Rodriguez, et. al., 2019; Vijayalakshmi et.al., 2020 y Domingues, et. al., 2022,
demostrando que existe mayor cantidad de colonias de Candida spp. a pH bajo en

el grupo de pacientes diabéticos, asi como un crecimiento excesivo asociado a una
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rapida disminucion del pH y una facilidad de adherencia a diversas superficies, lo
que genera la proliferacién, adherencia e invasion de estas comunidades de
microorganismos desencadenando la formacion de una biopelicula. Ademas, en los
mismos gréaficos se puede observar el comportamiento de las especies no albicans,
cuya formacion de biopelicula en saliva de pacientes diabéticos muestra un
aumento significativo. Este fendmeno podria estar influenciado por diversos
factores, como el pH o la concentracion de glucosa, segun lo mencionan
Domingues y colaboradores (Domingues et.al., 2022) .El papel de la saliva en este
proceso es controvertido, ya que algunos autores sostienen que reduce la
adherencia del hongo debido a la actividad protectora de las enzimas salivales,
mientras que otros han reportado que las biopeliculas formadas en saliva favorecen
la fase inicial de adherencia de Candida albicans sin afectar las fases posteriores

del proceso.

Existen diversas razones por las cuales un diabético presenta una acidificacion en
cavidad oral: factores locales como caries dental, el grado de control metabdlico, la
Candidiasis y la activacion de proteinasas y fosfolipasa favorecen un ambiente rico
en glucosa podrian ser solo algunos de los factores por los cuales se presentan

niveles de pH bajos.

Evaluamos la adaptacion de Candida spp. a diferentes parametros de pH utilizando
el medio RPMI, el cual Del Pozo y Cantén describen como 6ptimo para el desarrollo
de biopeliculas de Candida spp. debido a sus componentes especificos que
optimizan el crecimiento y a sus amortiguadores que reducen las variaciones de pH.
En el Gréafico 6, se observa como todas las cepas probadas fueron capaces de
desarrollar biopeliculas en los tres pH evaluados, aunque con diferentes tasas de
crecimiento. Se concluyé que estas biopeliculas se desarrollaron mejor a pH neutro
cuando se utilizé el medio RPMI, lo cual sugiere una alta adaptabilidad de Candida,
lo que podria explicar el elevado numero de casos de candidiasis bucal, tal como
sefalan en su estudio Barbosa y colaboradores en 2020 (Del Pozo y Cantén, 2016;
Barbosa et. al., 2020).
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Al observar el grafico 7 las especies de Candida albicans a diferencia del
crecimiento de las especies no albicans en saliva de diabético observamos como

en el medio RPMI estas cepas no tuvieron un 6ptimo crecimiento.

Sensibilidad a los antifungicos

La resistencia a los antifingicos es un problema de salud grave, especialmente para
pacientes inmunocomprometidos, como aquellos con diabetes, ya que las
infecciones fangicas pueden ser no solo graves, sino también fatales. En este
estudio, se comparo la susceptibilidad de diferentes especies de Candida aisladas
de pacientes con diabetes mellitus (DM) frente a cinco antifingicos comiunmente
usados en el tratamiento de micosis en la cavidad oral. Estos antifingicos se
agrupan en azoles (Econazol, Ketoconazol y Miconazol) y polienos (Anfotericina B
y Nistatina). Se demostré que la resistencia a los azoles vario segun la cepa; en
particular, algunas cepas no albicans, como C. glabrata, mostraron resistencia a los
tres azoles probados. Estos resultados coinciden con los de Rodrigues, et.al., 2019,
guienes mencionan gue el uso excesivo de azoles ha promovido la resistencia en
especies como C. glabrata y C. krusei en pacientes diabéticos, debido a que estos
ya han estado expuestos a terapias antifingicas con dichos farmacos, lo que
disminuye su efectividad. Ademas, nuestros hallazgos concuerdan con estudios de
autores como Porte et.al., 2012; Manzano-Gayosso et al. 2007; Rodriguez et al.,
2019 y Mohd Sazlly Lim, et, al., 2020, quienes han reportado una excelente

efectividad de la Anfotericina B contra cepas de C. albicans y C. no albicans.

La Nistatina resulté ser un antifangico eficaz, mostrando 100% de susceptibilidad
en las siete cepas, incluyendo las especies de C. albicans y C. no-albicans aisladas
de pacientes diabéticos y aunque algunos autores como Huenchunao y Aitke-
Saavedra y colaboradores, mencionan que la efectividad de nistatina es mejor en
pacientes descompensados, en nuestro caso fue diferente, pues las cepas fueron
aisladas de pacientes con un buen control metabdlico; aun asi la efectividad y baja
toxicidad de este farmaco lo convierte en una excelente opcion, de igual manera

Aitken-Saavedra y colaboradores reportaron en su trabajo que la Nistatina presento
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mejor susceptibilidad a un pH de 6.5-7 mientras que nosotros obtuvimos un pH de
6 y de igual manera presentaron excelente sensibilidad (Huenchunao, 2016; Aitke-
Saavedra et.al., 2018) .

Aungue se ha reportado que la toxicidad y efectos secundarios de estos farmacos
(Nistatinay AmB) es mayor que otros, se ha demostrado que son Utiles como terapia
antifangica contra Candida spp.

Los pacientes diabéticos son propensos a infecciones causadas por Candida spp.
debido a la inmunosupresion que presenta su organismo. La incidencia de
candidiasis ha aumentado a lo largo de los afios, lo que ha impulsado la busqueda
de mejores y nuevos tratamientos. Dado que existe informacién limitada sobre la
resistencia a antifingicos en nuestro pais, es importante considerar los reportes de
diferentes estados de la Republica que coinciden con nuestros datos. Por ejemplo,
Lopez -Avila y colaboradores en Mérida, Yucatan, menciona una mayor resistencia
a los azoles; en Baja California, Clarck —Ordofiez y colaboradores reportaron un
fenotipo de resistencia del 3.9 % y un 8.6 % de sensibilidad entre las cepas aisladas.
Para los farmacos poliénicos, observaron menores porcentajes de resistencia y
sensibilidad (1.7 % y 0.5 %, respectivamente). En nuestro estudio, los porcentajes
de resistencia a polienos fueron nulos, mientras que, para los azoles, la mitad de
las cepas fueron resistentes a Miconazol y Econazol, y el 75 % mostro resistencia
a Ketoconazol (L6pez-Avila et.al., 2016; Clarck-Ordofiez et.al., 2017).

Se ha descrito que la sensibilidad entre C. albicans y las especies de C. no-albicans
en pacientes con DM varia significativamente, esto debido en gran parte a su
composicion y arquitectura por lo cual cobran relevancia los datos obtenidos de C.
glabrata, cepa que mostro resistencia a tres de los cinco antifungicos probados, de
los cuales pertenecen al grupo de los azoles, lo que la convierte en una cepa
multiresistente y que coincide con un estudio realizado por Pfaller quien reporté un
caso clinico de multiresistencia por parte de una cepa de C. glabrata (Pfaller, 2012)
;de igual manera coincide con lo reportado por Manzano-Gayosso et.al., 2007;
Tapia, 2012; Navarro, 2019.

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES

51



Se puede determinar que C. glabrata se ha convertido en una cepa con sensibilidad
intrinseca o secundaria debido al constante contacto previo con los antifungicos,
pues en todos los reportes se describe una resistencia por parte de esta especie a
distintas terapias antifingicas. Algunos autores sugieren que esta susceptibilidad
reducida a los antifingicos se podria deber a los altos niveles de azucar que
presentan los pacientes diabéticos, pues los datos no solo se demuestran in vitro
sino también en el ambito clinico (Mohd Sazlly Lim, et.al., 2020; Bhuyan, et.al.,
2018; Bremenkamp, et.al., 2011;y Al-Attas y Amro, 2010).

Finalmente, del grupo de los azoles probados en este trabajo (Econazol, Miconazol
y Ketoconazol) se pudo observar una disminucion en su efectividad, lo cual coincide
con los estudios realizados por Ortigoza-Medrano y Arroyo-Espinosa; Pérez;
Bhuyan y colaboradores; y Mohd Sazlly Lim y colaboradores, quienes mostraron en
su estudio que la efectividad de este grupo de antifingicos, aunque aun es buena
su efectividad, tiene una tasa de resistencia que se ha reportado va en aumento (
Ortigoza-Medrano y Arroyo-Espinosa, 2014; Pérez, 2015; Bhuyan et.al., 2018;
Mohd Sazlly Lim et.al., 2020).

La anfotericina B suele actuar sobre las biopeliculas de Candida ya que interfiere
en la sintesis del ergosterol y altera la permeabilidad de la membrana celular
ocasionando su muerte. Candida mostrd sensibilidad a este antifangico cuando se
probd en las células plancténicas de las cepas, por ello, se decidid evaluar si se
presentaba resistencia a este antifingico en la formacion de biopeliculas, como se
ha planteado en estudios previos como los de Rodrigues y colaboradores y Kuhn'y
colaboradores (Rodrigues et.al., 2018; Kuhn et.al., 2002). Sin embargo, obtuvimos
resultados contrarios, ya que la formacion de biopelicula se redujo. Esto sugiere que
la Anfotericina B podria utilizarse como tratamiento en casos de infeccion por
diferentes especies de Candida y seguir siendo considerada una opcion eficaz en
el tratamiento de infecciones por Candida spp como han sefialado otros estudios
como el de Fernandez en 2017 y Rivera-Toledo en 2020. Aunque el numero de
muestras no es representativo de una poblacion completa, estos resultados ofrecen

un indicador del comportamiento de diferentes especies frente a este antifungico.
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Es importante resaltar que los individuos diabéticos de quienes se aislaron las cepas
de Candida, asi como los donadores diabéticos de saliva, mencionaron no haber
recibido ningun tratamiento con antifingicos. Esto podria explicar la sensibilidad

observada tanto en las células plancténicas como en las biopeliculas.

Por otro lado, nuestros resultados muestran que las variaciones en la sensibilidad a
la Anfotericina B en las diferentes cepas de Candida podrian depender de la
especie, lo cual se explicaria por las caracteristicas de cada una en la formacién de
biopeliculas. Por ejemplo, Candida albicans forma una red compleja de células
levaduriformes, hifas y pseudohifas interconectadas con una matriz extracelular de
multiples capas; Candida krusei no presenta hifas septadas; Candida parapsilosis
se organiza en agregados de células levaduriformes y pseudohifas menos
complejos y densos; y Candida glabrata se presenta Unicamente en forma de
levadura embebida en la matriz extracelular, con menor biomasa y actividad

metabodlica.
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CONCLUSIONES

El pH salival de los pacientes diabéticos es mas &cido con respecto al de

o

pacientes sanos.

o A menor pH hay mayor formacion de biopelicula de Candida spp.

o Se presentd una mayor resistencia a los antifiingicos del grupo de los
azoles que al grupo de los polienos.

o Las biopeliculas de Candida presentaron inhibicion parcial frente a

Anfotericina B.

LIMITACIONES

En el presente estudio, se identificaron limitaciones que pueden influir en la
interpretacion de los resultados. El tamafio de la muestra es reducido, lo que
limita la generalizacion de los hallazgos, el volumen de saliva disponible para el
analisis vario en algunas de las tomas de muestra. Otra limitante es la variacion
en la composicion de la saliva, debido a diversos factores como la dieta, el
estrés, la hidratacion, higiene bucal y el ayuno, los cuales pueden alterar sus
propiedades bioquimicas y afectar la precision de los resultados. Estos factores

deben ser considerados al evaluar los datos y al disefiar futuros estudios.
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PERSPECTIVAS

Se planea aumentar el tamafio de la muestra de la poblacién de adultos diabéticos,
con la finalidad de reducir el margen de error y aumentar la precision de los
resultados, lo que permitiria comprender de forma mas completa como el pH y la
composicién de la saliva pueden afectar los procesos biolégicos, como la formacién
de biopeliculas y su respuesta a los tratamientos, lo cual es crucial para mejorar los
enfoques terapéuticos y preventivos. Se puede realizar el estudio con poblaciones
diabéticas de diferentes edades, lo cual podria brindar un panorama mas amplio
sobre los efectos de la diabetes en diferentes etapas de la vida y como el estilo de
vida puede influir en la relacion del pH salival y la formacién de biopeliculas de estos

pacientes.
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ANEXOS

SECUENCIA METODOLOGICA

Cultivo en Medio
Agar Dextrosa
Sabouroud de 48
horas

Inoculo en 20ml de
medio YPD durante
16 horasa 37°C

Centrifugar 1 ml del
inoculo a 3000rpm x
5 mins.

Ajustar el inoculo a
una D.0O 200 a 530
nm

Llenado de la placa
multipozo

Resuspender la
pastilla de celulas en
Caldo Sabouroud
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Formacidn de biopelicula de diferentes especies de Candida

ESPECIE BIOPELICULA levadura  Hifa  Pseudohifas = ©crmeablesa In vitro In vivo
antiflingicos

Formada por una red Si Si Si ++
compleja de células
levaduriforme, hifas y
pseudohifas
interconectadas con una
Candida | matriz extracelular
albicans | formada por mudltiples
biocapas. El  mayor
componente de la matriz
extracelular son los
hidratos de carbono.

Presencia o ausencia de Si No Si 4+
hifas septadas o}
pseudohifas. Presenta

Candida = Pseudomicelio-no

krusei ~ Presenta pseudomicelio

Formada por agregados Si No Si ++
de células levaduriformes
y pseudohifas, menos
complejas 'y menos
densas. La matriz tiene
gran cantidad de hidratos
de carbono y
relativamente pocas
proteinas.
Formadas por grupos de Si No No +H+
células levaduriformes
embebidas en la matriz
extracelular, con menos
Candida = biomasa y actividad
glabrata  metabdlica. La matriz
extracelular contiene una
cantidad elevada de
proteinas e hidratos de
carbono.
Formadas por hifas y Si Si Si +
pseudohifas. El mayor
componente de la matriz
extracelular en esta
especie son las
Candida  hexosaminas unidas
tropicalis mediante un enlace B-1,6
formando un polisacéarido
similar a la quitina.

Candida
parapsilosis

Contiene menos
proteinas e hidratos de
carbon.

(Aguilar Angeles, 2024)

SCARLETT GUADALUPE AGUILAR ANGELES 64



