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1. INTRODUCCION







Candida es un colonizador habitual de la cavidad oral, lo que puede suponer un riesgo
de diseminacion sistémica e infeccion recurrente, especialmente en pacientes con
deficiencias inmunoldgicas. Esta situacion es cada vez mas frecuente debido a diversas
causas como la introduccion de ciertos tratamientos medicos con antibidticos de amplio
espectro y agentes inmunosupresores, la realizacién de trasplantes, la colocacion de
catéteres intravenosos, etct. El envejecimiento de la poblacion que aln conserva sus
dientes es una realidad creciente en nuestra sociedad, siendo este grupo etario el que

mayor riesgo tiene de padecer inmunosupresion?.

En la boca, Candida se aisla de las superficies mucosas y de la placa dental supra e
infragingival en mas de la mitad de los adultos®®. La caries y la enfermedad periodontal
cronica (EPC) son patologias intimamente relacionadas con la presencia de la
biopelicula dental o “placa dental” de la que Candida suele formar parte. Se ha
relacionado Candida con la caries en nifios y adolescentes y se ha descrito que podria
ser sinérgica con otros microorganismos cariogenos®*!. En la actualidad, mientras se
observa una disminucion en la prevalencia de la caries en nifios, un alto porcentaje de

los adultos sigue padeciendo esta enfermedad?23,

La enfermedad periodontal cronica se da sobre todo en pacientes adultos y algunos
estudios'**® han relacionado las formas mas graves de esta enfermedad con la presencia
de Candida, mientras que en otros estudios in vitro se han descrito relaciones de

antagonismo entre este hongo y los principales periodontopatdgenos®’.

El verdadero papel de Candida en estas enfermedades orales comunes es aun incierto,
como también lo son los mecanismos que hacen que este hongo se transforme de

comensal en patogeno?®.



Existen un gran numero de agentes antifungicos para tratar las candidiasis, aunque se
describen fracasos terapéuticos debido a resistencias a los mismos®®. La presencia de
biopeliculas microbianas puede dificultar la penetracion de los farmacos antifungicos y

disminuir su eficacia en las infecciones de la cavidad oral®°.



1.1 Hipotesis

Los pacientes adultos del Pais Vasco que padecen caries y/o enfermedad periodontal

cronica presentarian un importante grado de colonizacion oral por levaduras del género

Candida y esta colonizacién estaria relacionada con la gravedad de estas enfermedades.

1.2 Objetivos

El objetivo principal de este estudio es conocer las caracteristicas epidemioldgicas,

microbioldgicas y patogénicas de la colonizacion oral por Candida en pacientes adultos

con caries y/o enfermedad periodontal cronica y su potencial relacién con estas

enfermedades.

Los objetivos especificos son:

Conocer la frecuencia y las caracteristicas epidemioldgicas de la colonizacién
oral por levaduras del género Candida en pacientes adultos con caries y/o
enfermedad periodontal cronica.

Caracterizar las diferentes cepas y especies de Candida aisladas en estos
pacientes.

Determinar la sensibilidad in vitro, a los farmacos antifungicos mas habituales,
de los aislamientos orales de Candida de estos pacientes.

Buscar relaciones entre la colonizacion por Candida y los datos
clinicopatoldgicos de la caries y de la enfermedad periodontal cronica, presentes

en estos pacientes.






2 ANTECEDENTES







2.1 Salud oral y Candida

Los efectos de las enfermedades bucodentales en los pacientes en términos de dolor,
sufrimiento, deterioro funcional y disminucién de la calidad de vida son considerables y
costosos. Se estima que el tratamiento de estas enfermedades representa entre el 5 y el
10% del gasto sanitario de los paises industrializados y supera los recursos de muchos
paises en desarrollo?’. La salud oral es crucial para mantener una buena calidad de vida

y para el bienestar general de la poblacién?.

El vinculo entre las enfermedades bucales y la actividad de la microbiota oral esta bien
establecido?®. En la cavidad oral conviven varias comunidades microbianas con
importantes implicaciones tanto para la salud como para la enfermedad. De hecho, se
considera que el microbioma oral es uno de los mas complejos y diversos del ser
humano, debido a la existencia de dos superficies funcionales unicas, los tejidos blandos
que constituyen las mucosas y los duros, representados por los dientes, lo que

condiciona microambientes ecoldgicos distintos?324,

Los andlisis gendmicos y los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS),
bioguimicos (secretoma, metaboloma, etc.) y de imagen (microscopia a tiempo real) han
acelerado el conocimiento de la microbiota oral®?>2?®, La composicion bacteriana de la
microbiota se conoce mejor que la poblacion fangica o virica. Sin embargo, aunque los
hongos representan una pequefia proporcion de la microbiota oral, el conocimiento de
su composicion e identidad, podrian aclarar dudas etioldgicas en algunas enfermedades

bucales?”%8,

Los hongos, como Candida, son organismos que se encuentran presentes en todos los
nichos naturales y algunos colonizan las mucosas del ser humano como comensales, sin
consecuencias aparentes?. Los estudios de Ghannoum et al.?® sobre la caracterizacion
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basal del micobioma indican que Candida puede estar presente en el 75% de los seres
humanos y que todas las personas pueden estar colonizadas por este hongo en algun

momento de su vida, siendo, aproximadamente un 40%, portadoras continuas.

Candida se considera un colonizador habitual de las superficies mucosas de la boca,
pero también puede encontrarse adherida a los dientes y a las protesis dentales®. La
presencia de Candida en la boca no implica que exista una enfermedad activa, dado que
se encuentra en forma de comensal en las personas sanas y la colonizacion es
asintomatica, aunque si puede ser un patdégeno oportunista cuando coexisten ciertos

factores favorecedores locales y/o sistémicos®..

Los microorganismos orales en contacto con el diente y las mucosas se organizan en
biofilms o biopeliculas, también denominada “placa dental” en la cavidad oral,
constituyendo comunidades microbianas bien estructuradas y Unicas segun el
hospedador y su localizacion®2. Entre las células residentes de la biopelicula se establece
una comunicacion molecular o quorum sensing que modula el comportamiento
colectivo de las diferentes especies o incluso de los diferentes reinos que pueden
convivir. Esta comunicacion entre reinos se ha convertido en un campo de investigacién
muy interesante y ya se han establecido algunas de las sefiales que relacionan a Candida
con ciertas bacterias en la cavidad oral?>?. Se ha observado in vivo?”*® que aunque la
carga bacteriana es superior a la fingica en la boca, cuando aumenta la presencia oral de
Candida, aumentan también algunas especies bacterianas. Ademas se ha observado que
Streptococcus y Candida interacttan estableciendo una relacion mutua potencial porque

se incrementa la produccion de exopolisacaridos®.

En la actualidad, las infecciones fungicas o micosis estan aumentando porque la

poblacién de riesgo de padecer estas enfermedades (ancianos, pacientes con diabetes,

10



infectados por el VIH, trasplantados, en tratamiento con quimioterapia 0 con
antimicrobianos de amplio espectro, etc....) esta creciendo®*®. La especie Candida
albicans provoca la mayoria de las micosis orales y es ademas una causa frecuente de
infecciones hospitalarias 0 nosocomiales con una alta mortalidad que puede superar el
50%°?8. La mayoria de las infecciones graves por Candida parecen estar causadas por
cepas colonizadoras, por lo que Nobbs et al.?® sefialan que una reduccion en su carga

podria reducir la incidencia de esta enfermedad grave.

11



2.2 Caries

La caries es una enfermedad conocida desde tiempos inmemoriales que sigue siendo
muy prevalente a pesar de los esfuerzos realizados para su erradicacion®®¥’. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la caries como un proceso patologico
local y de origen externo en un diente erupcionado, que ablanda los tejidos duros y que

progresa hasta formar una cavidad®,

2.2.1Etiologia

La caries es una enfermedad de etiologia multifactorial en la que se produce una
desmineralizacion de la estructura dentaria debido a los &cidos que forman los
microorganismos de la placa dental al fermentar los carbohidratos de la dieta,
particularmente la sacarosa®®. La desmineralizacion no es un proceso continuo y
unidireccional, sino que es un proceso ciclico, al que acompafian también ciclos de
remineralizacion®. Existen varios determinantes etiologicos y factores asociados que

interaccionan entre ellos para establecer la enfermedad cariogénica®” (Figura 1).

’///.,—-—\\\

4 4 Hospedador A
Estructura/Minerales del \\
esmalte \
«Saliva cantidad/calidad

*Respuesta Inmune
*Enzimas
+Comportamiento y
actitudes del huésped

Carbohidratos Microorganismos

Figura 1: Factores etioldgicos (modificado de Carounanidy J Conserv Dent 2009%).
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2.2.1.1 Factores del hospedador

El esmalte dental esta compuesto sobre todo por hidroxiapatita (Caio(POas)s(OH)2) y
mantiene una proporcién similar de fosfato, calcio y fésforo que la saliva, que es un
fluido saturado, de forma que entre ambos existe un equilibrio dindmico de estos
oligoelementos®’. Mientras el pH es neutro, los iones liberados por la subsuperfice del
esmalte sobresaturan la saliva y vuelven a precipitar en el diente, pero cuando el pH es
acido los iones H* libres reaccionan con el fosfato salival que intenta neutralizarlos y la
saliva se encuentra insaturada de iones, de forma que la subsuperfice del esmalte seguira
desmineralizandose mientras el pH sea menor de 5,5. Si el esmalte tiene fllor
incorporado en forma de fluorapatita, mientras el pH no disminuya por debajo de 4, su
superficie se mantiene intacta en las lesiones incipientes®”*!. El acceso de la saliva y su
capacidad neutralizadora sobre el diente esta disminuido en presencia de la placa dental
adherida, una situacion que propicia la disolucion del esmalte subyacente*! La saliva
contiene proteinas con actividad antimicrobiana, como la lisozima, la albumina, o los
anticuerpos IgA e IgG, que juegan un importante papel en el proceso de colonizacion y
recolonizacion microbiana del diente, especialmente tras la higiene dental*?. La cantidad
y la calidad de la saliva, junto con los habitos higiénicos son factores muy importantes

en el desarrollo de la caries®’.

2.2.1.2 Bacterias

La formacion de la placa dental comienza con la colonizacién de la superficie del diente
por bacterias, como Streptococcus, que secretan una matriz extracelular de polisacaridos
en la que se encuentran embebidas y que facilita su adhesion al diente*®. Durante la
maduracion de la placa, otras especies microbianas colonizan también el diente

formando una biopelicula mas organizada, con complicadas relaciones de sinergia y
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antagonismo microbiano®. Esta biopelicula les permite vivir en un equilibrio
homeostatico que puede ser alterado por los cambios microambientales. En la caries, la
ingesta frecuente de sacarosa es el factor que provoca importantes cambios

microambientales®’.

Streptococcus mutans ha sido una de las primeras especies relacionadas con la caries.
Esta especie integra ocho serotipos diferentes®. EI microbioma asociado a la caries no
se ha caracterizado por completo todavia, pero por métodos moleculares y genéticos se
han identificado especies relacionadas con la caries que todavia no se han podido
cultivar y que supondrian el 40% de las especies detectadas. Se ha establecido que
Prevotella, Lactobacillus, Selenomonas y Streptococcus son los géneros mas
representativos®®. También se ha encontrado una asociacion de los géneros Rothia,
Granulicatella, Gemella, Actinomyces, Haemophilus y Veillonella con la caries®. La
microbiota de la caries es diferente y cambia segun el sujeto, el lugar, el tipo y la
profundidad de la lesion, ya que las biopeliculas se adaptan a los diferentes
microambientes**46-%¢, En general se considera que Streptococcus mutans Y
Actinomyces viscosus son los microorganismos iniciadores de las caries coronal y
radicular respectivamente y que los Lactobacillus son los responsables del progreso de
la caries en la dentina*. Georgios et al.*® han observado que las personas que padecen
un mayor nimero de caries poseen una microbiota que con una velocidad aumentada en

el catabolismo de los azlcares y en la produccion de acidos.

2.2.1.3 Dieta

La frecuente exposicion oral a sacarosa es el factor mas importante para mantener un
descenso del pH en la superficie dental*?. Por este motivo la OMS y la FAO

recomiendan un consumo diario inferior a 15-20 kg por persona y afio, o un 10% de la
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energia extraida de carbohidratos libres®®. Existe una evidencia moderada de que una
restriccion ain mayor del consumo de este tipo de azucares (5% de la energia) pueda
redundar en un descenso mas importante en la cantidad de caries®. Otro tipo de
azucares también pueden afectar al desarrollo de caries, especialmente cuando forman

parte de alimentos liquidos o pegajosos*.

2.2.1.4 Susceptibilidad genética

Se estima que la cariogenicidad es heredable en un 30-60%%°. Los genes y las
interacciones epigenéticas con el medio ambiente, contribuyen junto con otros factores
favorecedores también desconocidos, a la aparicion la enfermedad®. Los avances
biotecnoldgicos han posibilitado realizar estudios de asociacion genética. Estos estudios
catalogan las variantes genéticas especificas que contribuyen al riesgo de padecer caries
y pueden permitir una mejor prevencion, la deteccion temprana y el tratamiento precoz
de la caries?®®. Se han estudiado los genes implicados en procesos bioldgicamente
conocidos?®®2 como la formacion del esmalte y de proteinas implicadas en la
amelogénesis?®®2> |os genes que afectan a la preferencia de algunos sabores®®, al
desarrollo dentario®®’, a los mecanismos de defensa del hospedador®*®'%° y a la
composicion de la saliva y el flujo salival®. Sin embargo, estos genes candidatos sélo

explicarian una parte de la capacidad de heredar la tendencia a padecer caries dental?®.

2.2.2 Epidemiologia

La caries dental afecta al 80% de la poblacion general en muchos paises?, lo que la ha
convertido en la enfermedad microbiana mas prevalente, ya que afecta
aproximadamente a unos 2430 millones de personas, por lo que representa un
importante problema de salud publica®*’. No afecta a todos por igual, de tal modo que

la etnia®, el bajo nivel educativo y econdmico y el lugar de residencia (especialmente
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las &reas rurales), son factores que influyen de forma significativa en el desarrollo de la
caries®. A este efecto se le denomina polarizacion de la enfermedad, es decir, que en un
segmento limitado de la poblacion se observa una gran presencia de la enfermedad*2. En
la mayoria de los paises industrializados se ha observado un descenso en la prevalencia
de la caries en los ultimos afios, sobre todo entre los nifios'?, pero este descenso es
menos acusado en los pacientes de mayor edad'® . Ademas, cada vez hay mas personas
mayores que conservan sus dientes?. En los ancianos, la modificacion del flujo salival,
el desgaste dental con exposicion de la dentina, la enfermedad periodontal y el
desarrollo de enfermedades sistémicas, favorecen la formacion de la placa dental en las

superficies radiculares que son especialmente susceptibles a la caries!36465,

2.2.3 Clasificacion

2.2.3.1 Clinico-histoldgica

Segun el codigo ICDAS-11% (Figura 2) que realiza una clasificacion basada en los
cambios histoldgicos apreciables de forma visual en la superficie oclusal de un molar, la

caries se clasifica en distintos estadios.

. Superficie dental sana: sin cambios tras secar con aire, o hipoplasia,
desgaste, erosion o algun otro fenémeno no carioso.

. Primer cambio visible en el esmalte tras secar con aire, mancha
blanca/marrén o un ligero cambio de coloracién en fosas y fisuras.

. Cambio distintivo en el esmalte: opacidad o cambio de coloraciéon que se
aprecia con diente himedo y méas amplio que la fosa o la fisura.

. Destruccion localizada de esmalte sin dentina visible , discontinuidad en el
esmalte, fosa o fisura ensanchada.

. Sombra oscura en dentina subyacente, con o sin destruccion de esmalte.

. Cavidad evidente con dentina visible que ocupa menos de la mitad de la

superficie dentinaria.

Extensa cavidad con dentina visible y que ocupa mas de la mitad de la

superficie dentinaria.

Figura 2: Clasificacion histoldgica de la caries (modificado de Jenson*”).
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2.2.3.2 AnatOmica

La clasificacion coronal (Figura 3) se realiza segun la localizacion de la lesion en la

corona del diente, que recibe el nombre de su creador G.V. Black (1896)°".

G.V. Black

B/L

B/L E = F/L B/L

B/L

Class I | classm

Class IV Class V.

Class VI

Figura 3: Clasificacion anatomica de las caries corona

| 403

La clasificacion de la caries radicular (Tabla 1) se refiere a la clasificacion anatémica e

histoldgica de las lesiones radiculares®®.

Tabla 1: Clasificacion anatémica e histoldgica de la caries radicular (modificado de

Shivakumar®).

La superficie radicular no se ve correctamente.

La superficie radicular no tiene cambio de color ni
defectos de superficie, cemento intacto

Area claramente demarcada en la raiz o union
amelocementaria con cambio de coloracion pero sin
cavitar (<0,5mm), sélo afecta al cemento.

Area claramente demarcada en la raiz o union
amelocementaria con cambio de coloracion y con una
cavidad mas profunda de 0,5mm. Afecta al cementoy a
la dentina.

2.2.3.3 Evolutiva

La caries se clasifica segin su evolucion en el tiempo en:
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a) Activa: la superficie del esmalte estd rugosa y tiene un aspecto blanquecino
opaco. En una lesion de la dentina o del cemento cuando el tejido esta blando y
decolorado®.

b) No activa: las caracteristicas de la superficie de la lesion cambian y esta se
encuentra lisa y endurecida. Puede estar cavitada o no®.

- Primaria/ Secundaria: si ocurre en una localizacion nueva o en una que habia

sido previamente tratada®?.

2.2.4 Aspectos clinicos

La caries dental es un proceso patologico en general progresivo y lento*®, aunque
depende de la localizacion y del individuo*?. EI comienzo de la desmineralizacion de la
subsuperficie crea una mancha blanca en el esmalte y se considera que cuando esa
lesion excede de los 3-5mm ya alcanza el borde amelodentinario®. Una vez alcanzada
la dentina puede progresar mas rapidamente ya que es un tejido menos mineralizado. En
éste estadio se puede producir sensibilidad y dolor episddico, aunque el dolor es mas
frecuente cuando la lesion es méas profunda y se aproxima a la pulpa*®. La dentina
infectada es blanda y himeda, pero la caries en la dentina también se puede frenar por
remineralizacion, creando una dentina esclerdtica oscura y dura, o por la formacion de
dentina secundaria y céalculos pulpares. El éxito de estas respuestas depende de la
gravedad del ataque de la caries y de la capacidad reactiva de la pulpa, mientras esta
continte vital. Si el proceso defensivo no tiene éxito o no se interviene a tiempo, se

produce una infeccion, dolor, necrosis pulpar y formacion de un absceso*? (Figura 4).
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Figura 4: Evolucion natural de la caries. Situacion ideal de intervencion.

2.2.5 Aspectos diagnosticos

Los objetivos primarios del diagndstico de la caries son identificar a los pacientes con
lesiones que requieren tratamiento restaurador, a aquellos con lesiones que requieren

tratamiento no operatorio y a los pacientes con un alto riesgo de desarrollar caries*.

2.2.5.1 Diagnostico de la lesion de caries

Durante afios se han diagnosticado las caries siguiendo los parametros de la definicion
de la OMS (caries = cavidad), pero la comunidad cientifica considera que el diagndstico
temprano puede ser mas efectivo para el control de la enfermedad. Sin embargo, las
lesiones mas complicadas de diagnosticar son las incipientes o estadios 1, 2 y 3 de
ICDAS (Figura 2), especialmente cuando se han empleado fluoruros de forma
preventiva preventiva, ya que estos dejan una superficie externa dura y una capa
subyacente de desmineralizacion’ 2. Su diagndstico es interesante porque es el punto
en el que la lesion se puede tratar de forma no operatoria. Se estima que el 34% de los

pacientes tienen este tipo de lesiones y que sélo el 16% de ellas se cavitan en un periodo
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de dos afios’? (Figura 6). El diagnostico de las caries es una ciencia inexacta y requiere

varias pruebas diagndsticas a la vez:

Figura 5: Tincion de surcos y fisuras de un

, Lo Figura 6: Lesion cavitada en superficie
molar. Posible lesion incipiente

2.25.1.1 Examen visual

Consiste en detectar los cambios en la textura o superficie dental con un espejo y sonda
dental, aunque su empleo es controvertido por la posibilidad de traumatismo
iatrogénico, en condiciones de buena iluminacion y secado de las superficies*>’3. Puede
ser incluso mas exacto que el realizado con las Gltimas tecnologias si lo lleva a cabo un

experto’. También es Gtil el empleo de lentes de aumento’.

2.2.5.1.2 Examen radiografico

Las radiografias de aleta de mordida son esenciales para el diagnostico de las caries
interproximales y de las lesiones precavitadas (Figura 7). Con la tecnologia digital o la
convencional, se considera que del 56 al 80% de las lesiones que se detectan no estan
aun cavitadas y por lo tanto se considera que es el patrén diagnoéstico insustituible de
este tipo de lesiones’*’®. Pueden también emplearse técnicas radiograficas mas
avanzadas y precisas (tomografia) para la estimacion de la profundidad de las lesiones

interproximales’”.
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Figura 7: Diagndstico de lesiones interproximales incipientes y
avanzadas no cavitadas mediante radiografia de aleta de mordida.

2.2.5.1.3 Técnicas complementarias para el diagndstico

Suelen ser técnicas que presentan una alta sensibilidad pero de baja especificidad, por lo
que no son las herramientas de primera eleccién para el diagndstico de la caries, pero
pueden resolver dudas y ayudar a monitorizar cambios en una lesion concreta®. Estas

técnicas pueden clasificarse en:

a) Interproximales: Transiluminacion a través de fibra Optica para caries

interproximales’™ y resonancia magnética’®.
b) Oclusales: Laser de fluorescencia (DIAGNOdent® pen)’™"°, laser de diodo®,
medidas de impedancia eléctrica’, microtomografia computerizada® y

resonancia magnética’®.

Una vez descubiertos los primeros signos clinicos visibles, se debe hacer un diagndstico
de la extension y gravedad de la lesion y saber si se trata de un proceso activo o no2
(Figura 2). En general, se dispone de bastante tiempo desde que una lesion es incipiente
hasta que progresa en la dentina, de modo que en ese periodo se pueden emplear las

terapias preventivas o las restauradoras®?.
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2.2.5.2 Evaluacion del riesgo de caries

El analisis del riesgo de caries se puede realizar a modo de consejo informal al paciente
0 mediante tecnologia informatica, siendo los sistemas méas conocidos el sistema
CAMBRA™828%y ¢| Cariogram”®*. Este tipo de asesoramiento ayuda a establecer la

frecuencia de las visitas odontoldgicas de forma personalizada’®2.

2.2.5.2.1 Historia del paciente, exploracion fisica vy

evaluacion radiologica

En la historia clinica del paciente se deben reflejar todos los datos incluyendo la edad, el
sexo, la exposicion al fldor, los habitos nocivos, la dieta, el nivel socioeconémico, la
higiene, el estado de salud general y los tratamientos farmacoldgicos que esta

recibiendo®?.

2.2.5.2.2 Analisis salival

La determinacion de las tasas de secrecion salival y de la capacidad amortiguadora de la
saliva son medidas interesantes, especialmente en los adultos, aunque sus resultados
como predictores del riesgo de caries, no son concluyentes®®#°, Existen productos que
hacen una evaluacion colorimétrica en funcion del pH producido por el biofilm y que
durante afios ha sido empleado con éxito por los pediatras en Japén (Cariostat)’.
Finalmente, se emplean de modo orientativo los detectores rapidos semicuantitativos de
Streptococcus mutans (Saliva-Check Mutans y Saliva- Check IgA Mutans) y
Lactobacillus en saliva®. Se considera que un paciente tiene un alto riesgo de

desarrollar nuevas lesiones cavitadas si se encuentran®?:

A) Elevados recuentos de Streptococcus mutans: deben realizarse estas pruebas cuando

el paciente tiene uno o maés factores de riesgo en la historia clinica, cuando se ha
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sometido a tratamiento antimicrobiano, cuando acude con nuevas lesiones incipientes,
cuando estd sometido a tratamiento ortoddncico o cuando el plan de tratamiento

conlleva un extenso trabajo dental restaurador.

B) Dos de los siguientes factores: dos 0 més caries activas, numerosas restauraciones,

malos habitos dietéticos o un flujo salival bajo.

2.2.6 Tratamiento

La caries se trata con una combinacion de terapias que promueven la remineralizacion
de la lesion para detener su progreso si es posible y si no lo es mediante procedimientos
de operatoria dental restauradora. Es probable que la restauracion deba ser sustituida
con el tiempo debido a lesiones secundarias o al fracaso restaurador®?. Las lesiones

inactivas no deben tratarse si no existe compromiso funcional o estético*.

2.2.6.1 Estrategias para la prevencion de la caries dental

2.2.6.1.1 Dietéticos

Se deben recomendar unos buenos habitos alimenticios en cuanto a los horarios y al tipo
de alimentos, introduciendo un alto contenido en vegetales en la dieta y reduciendo

especialmente el consumo de sacarosa®®-88,

2.2.6.1.2 Higiénicos

Se debe utilizar diariamente una pasta dental fluorada, al menos dos veces al dia, de
fluoruro de sodio o fluoruro de sodio con arginina®. Los estudios®**° demuestran que el
empleo de pasta con una concentracion de 5000 ppm de fltor en vez de la convencional
de 1350 ppm, tiene efectos beneficiosos en la prevencion de las caries radiculares ya

que endurece la superficie del cemento. El cepillado debe complementarse con la
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higiene interproximal con seda o cepillo interdental*? y puede acomparfiarse con un

enjuague también fluorado”.

2.2.6.1.3 Modificacion de la estructura dental

Consiste en la aplicacion de sustancias en la consulta o de forma doméstica que

endurecen o remineralizan el diente. Las mas eficaces son:

Fluoruro diamino de plata (SDF)

Los barnices de SDF consiguen detener el progreso de la caries aplicados cada 6-12
meses, aunque tienen el inconveniente de oscurecer la lesién, no siendo aptos para la
estética pero si muy Utiles para la prevencién de caries radiculares y en pacientes con

compromiso de su salud general® "4,

Fluoruros

El fldor es uno de los factores mas importantes en el descenso de los casos de caries en
los paises desarrollados*!. Tiene tres mecanismos de accion: la incorporacion de flor a
la hidroxiapatita formando fluorapatita, la disposicion de cristales libres de fluoruro de
calcio que participan en el intercambio iénico de la desmineralizacién ante la
disminucion del pH y un efecto antibacteriano inhibiendo la accién de las
metaloproteinasas (MMP-2 y MMP-9) bacterianas y salivales. Este efecto ha sido
demostrado in vitro®* aunque el mecanismo in vivo aln no estéa claro*’. La exposicion a
fluoruros induce cambios epigenéticos en la produccion de la matriz del esmalte®.Los
barnices de Fluoruro de sodio a 22500 ppm aplicados profesionalmente cada tres meses,

deben emplearse especialmente para prevenir las caries radiculares® ™.
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Compuestos no fluorados

La arginina en forma de bicarbonato, sola o0 en combinacion con un dentifrico fluorado,
es eficaz en la prevencion de la caries e incluso en la remineralizacion de lesiones

incipientes’®

2.2.6.1.4 Antisépticos

Pueden emplearse iodo o clorhexidina en pacientes de alto riesgo, especialmente para
prevenir las caries radiculares, tanto en enjuagues como en geles’#99%, Se han realizado
muchos estudios clinicos con buenos resultados para evaluar la efectividad de algunos
productos como el té verde®, extractos de Stevia rebaudiana®, quitosano®, aceites
esenciales”’, “Triphala” una mezcla de frutos usado en la medicina tradicional®®,

granada, guayaba y flor de loto® en la prevencion de la caries!®,

2.2.6.1.5 Estimulacion del flujo salival

El xilitol se usa como terapia preventiva para la caries en nifios!®

, aunque algunos
estudios in vivo del metaboloma han demostrado que no es tan eficaz como se
pensaba’®? y los estudios clinicos ponen en duda su efectividad en la prevencion de la
caries en los adultos!®. No obstante se considera que es interesante como aztcar no
fermentable para emplearlo en chicles en combinacion con bicarbonato sédico o

arginina y asi estimular el flujo salival en algunos pacientes’* y dentro de formulaciones

mucoadhesivas con bicarbonato para reducir el pH%.

2.2.6.2 Tratamiento de la lesion de caries

Las lesiones no cavitadas y las que estan en el tercio mas externo de la dentina pueden

remineralizarse y no deben ser obturadas’™ (Figura 8). En 2002 la Federacion Dental
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Internacional (FDI) publicé un documento que defiende el tratamiento minimamente

invasivo de la caries!®®,

2.2.6.2.1 Remineralizacion de lesiones incipientes

Figura 8: Lesion incipiente de
caries 0 mancha blanca.

Los productos empleados para la remineralizacion pueden ser de aplicacién profesional
0 de uso domeéstico. Los de uso doméstico son los mismos que se emplean para la
prevencion de la caries: dentifricos, geles o colutorios fluorados asi como los péptidos
bioactivos derivados de la caseina de la leche en formato de crema denominado CPP-
ACP (fosfopéptido de la caseina mas fosfato de calcio amorfo)?e.

En la consulta pueden también aplicarse barnices de fltor, selladores de resina o de
iondémeros de vidrio tanto en lesiones oclusales, radiculares como interproximales y los
novedosos biopolimeros, como el monémero de baja viscosidad Pi1-4, que
remineralizan la subsuperficie del esmalte’?”. Los selladores pueden formar parte
también de la terapia preventiva y aplicarse preferentemente en los molares o

premolares recién erupcionados en pacientes de riesgo”.

2.2.6.2.2 Operatoria dental

Se recomienda obturar una caries oclusal a partir del grado 3 de la clasificacién ICDAS
I, en los pacientes de riesgo alto-muy alto®®. Las caries interproximales se obturan

cuando radiograficamente se limitan al esmalte en los pacientes de alto riesgo y cuando
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llegan a la dentina en el resto de pacientes®®. Las caries radiculares se obturaran en el

estadio grado dos de la clasificacion de caries radicular®®.

2.2.6.2.2.1 Abordaje terapéutico

Se puede emplear instrumental rotatorio o tecnologia laser Er:YAG, interesante sobre

todo en pacientes con panico al ruido o a las inyecciones'®,
a) Remocion de la lesion

Se puede realizar con instrumental rotatorio e instrumentos manuales, mediante
ultrasonidos, mediante laser, por abrasidn con aire, sonoabrasion (con o sin detectores
quimicos de caries)'® y mediante productos quimicos®®1%°, El uso de material rotatorio
es la técnica habitual y suele requerir anestesia local, por lo que con el objetivo de
eliminar esta inconveniencia han surgido el resto de las opciones, con la desventaja de

ser més lentas®!,

El esmalte afectado siempre debe eliminarse, y en cuanto a la dentina, la eliminacién
puede no ser completa con el objetivo de no producir dafio pulpar (siempre y cuando el

paciente no tuviera signos o sintomas previos a la intervencion)t114,

Existen tres métodos: la eliminacion completa, la excavacion por etapas (una sesion de
remocion parcial con la colocacion de un iondmero de vidrio y base cavitaria y una
segunda intervencion a los dos o tres meses para la remocion completa y la obturacion
definitiva)!? y la eliminacion parcial de la caries (con remocion parcial de la
dentina)'*3!4, Ningln estudio ha demostrado una efectividad mayor de ninguna de
estas técnicas®’, aunque las técnicas de remocion parcial son mas efectivas en cuanto a

lo conservacion de la vitalidad pulpar!®®.
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b) Obturacién

La eleccion del material depende en gran medida de las caracteristicas fisicas y las
consideraciones estéticas. Se emplean selladores de fosas y fisuras para las pequefias
cavidades oclusales e interproximales si son accesibles, ionémeros de vidrio si nos
interesa remineralizar la zona, no tiene carga funcional y la cavidad es muy pequeria,
amalgamas en dientes posteriores, resinas compuestas 0 composites 0 restauraciones
protésicas en grandes cavidades, etc*?. ElI composite es el material mas empleado y
recomendado por la American Dental Association (ADA) en dientes anteriores y

posteriores con restauraciones clase 1y 1142,

2.2.7Perspectivas futuras

2.2.7.1 En el diagnéstico

Se podran incorporar pruebas genéticas para la evaluacion del riesgo de caries?®>? y

pruebas salivales complementarias a este prop6sito!&117,

2.2.7.2 En el tratamiento

Se estan desarrollando nuevos compuestos antimicrobianos en colutorio!® y probiéticos
en tabletas (Lactobacillus salivarius WB21)!*® o en leche en polvo (por ejemplo

Lactobacillus paracasei SD1)*2%*2L,

2.2.7.3 En la inmunizacion

La vacuna contra la caries es un objetivo prioritario de estudio desde!??, actualmente se
investigan las vacunas para las mucosas, es decir que no solo estimulen la respuesta
inmune sistémica sino que también induzcan una respuesta, sobre todo de anticuerpos

como la IgA salival, en la mucosa?3. Con este propdsito se estan investigando in vitro
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vacunas ADN que codifican genes de la adhesion y sintesis de glucanos de
Streptococcus mutans?* y la inmunizacion nasal con KF-rPAc (Flagellin-PAc Surface

adhesion protein)?®,

2.2.7.4 En la regeneracion con células madre

Se estan analizando las células madre derivadas de la pulpa dental adulta tanto para
inducir la regeneracion dental como para una ingenieria tisular?®.Se trata de averiguar
las diferencias entre las células madre derivadas de la pulpa dental adulta de los dientes
sanos Yy las de los dientes con caries que tienen un mayor poder de proliferaciéon y de

diferenciacion osteogénica que las primeras*?”128,
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2.3 Enfermedad Periodontal Cronica (EPC)

La enfermedad periodontal consiste en una inflamacion gingival en lugares donde ha
habido un despegamiento de las fibras colagenas del ligamento periodontal del cemento
radicular y el epitelio de union ha migrado apicalmente. El proceso inflamatorio
asociado al tejido conectivo se acomparia de la pérdida de insercion y la reabsorcion del

hueso alveolar!?®,

2.3.1 Etiologia

La EPC se inicia y se mantiene por la presencia de la placa microbiana, aunque los
mecanismos de defensa del hospedador tienen un papel esencial en su patogenia y en la
susceptibilidad intrinseca del paciente para esta enfermedad, de hecho sélo algunos
pacientes presentan formas avanzadas®*°. Se considera que los patégenos claves
modelan la respuesta inmune de manera que el hospedador no consigue controlar el
crecimiento de la placa, inclinando la balanza desde la homeostasis a la disbiosis.
Entonces los microorganismos comensales tornan a patégenos y actlian sinérgicamente
con los patégenos claves formando una comunidad proinflamatoria que termina

produciendo la destruccion del tejido*3?.

2.3.1.1 Aspectos microbiologicos

Aproximadamente 500 especies bacterianas forman parte del biofilm dental, siendo el
diente un sustrato permanente al que los microorganismos pueden estar constantemente
adheridos formando la placa dental supragingival'®2. Su presencia constante estimula el
exudado crevicular y, a medida que el surco gingival se va ensanchando, se liberan
mediadores de la inflamacion de forma que las condiciones ambientales del ecosistema

varian y con ellas la composicion microbiana va adaptandose al nicho periodontal y
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desarrolla la placa subgingival®. La asociacion de estas bacterias no es aleatoria, se
organizan para vivir en un equilibrio ecolégico y la mayoria estdn implicadas en
mantener la salud. Sin embargo, una minoria de estos, denominados microorganismos
patdgenos clave, produce enfermedad. Destacan especialmente tres bacterias anaerobias
gram negativas a las que se denomina como Red Complex (Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola y Tannerella forsythia)?13 y la asociacion microbiana llamada
Orange complex, que incluye a las bacterias Campylobacter gracilis, Campylobacter
rectus, Campylobacter showae, Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum,
Fusobacterium periodonticum, Peptostreptococcus micros, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens y Streptococcus constellatus. Estos microorganismos han sido
aislados clasicamente de la placa subgingival como los principales periodontopatogenos
en la EPCY0I3213  Aggregatibacter — actinomycetemcomitans  (previamente
Actinobacillus  actinomycetemcomitans) es otro importante microorganismo
periodontopatégeno que se asocia mas frecuentemente con las periodontitis agresivas

que a la EPC*,

La deteccidn de Porphyromonas gingivalis se relaciona con una evolucion desfavorable
de la enfermedad, ya que parece ser la responsable de la activacion de la respuesta
inmune que puede inducir pérdida 6sea’3>*¥’. Las enzimas proteoliticas de su superficie
celular y sus adhesinas son los principales factores de virulencia que pueden causar
dafo tisular directo. Ademas se ha observado una fuerte sinergia de Porphyromonas
gingivalis con Treponema denticola en la formacién y desarrollo in vitro de biopeliculas

polimicrobianas®®,

Los estudios sobre el microbioma de la bolsa periodontal muestran que alrededor del

60% de las especies detectadas no han sido cultivadas en el laboratorio®*. Hay varios
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géneros desconocidos en las bolsas profundas!®® y nuevos taxones con un papel todavia

desconocido en la etiopatogenia de la EPC,

2.3.1.1 Factores de riesgo y factores predisponentes

2.3.1.11 Edad

El cimulo de los factores de riesgo como presencia de sarro, mayor cantidad de lugares
con dificil acceso a la higiene, menor destreza, etc., con el paso de los afios, es la causa
principal de la mayor prevalencia de EPC en las personas mayores, mas que el hecho de

que la edad produzca la enfermedad®.

2.3.1.1.2 Tabaquismo

Se estima que el riesgo de padecer EPC es de 2,5 a 7 veces mayor en un fumador que en
un no fumador, ademas, la respuesta al tratamiento es peor en los fumadores!®. El
tabaquismo enmascara algunos sintomas de la enfermedad, como los cambios de
coloracion en la encia o el sangrado al sondaje, y aumenta los niveles salivales de
calcio, creando una mayor cantidad de sarro, disminuyendo la calidad de la higiene'* y

alterando la ecologia de la placa dental*4°,

2.3.1.1.3 Factores relacionados con la respuesta inflamatoria del

hospedador

Los procesos inflamatorio e inmune se originan en los tejidos gingivales para proteger
al hospedador del ataque microbiano local, produciendo una respuesta que no es igual
en todos los pacientes. Tras la colonizacion microbiana se produce un infiltrado de
células inflamatorias en el epitelio de union, una proliferacion vascular y se liberan
numerosas enzimas y citocinas (colagenasas y prostaglandinas), y se van perdiendo

fibras de colageno. El epitelio de unién va migrando hacia la zona apical aumentando el
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tamafio de la bolsa donde siguen proliferando los microorganismos, las células y los
mediadores inflamatorios hasta que la pérdida tisular termina activando los osteoclastos

y afectando también al hueso alveolar'® (Figura 9).
Algunos factores del huésped modulan esta respuesta:
a) Enfermedades sistémicas

Diferentes situaciones como la reduccion del nimero o la alteracion de la funcion de los
leucocitos polimorfonucleares acelera y agrava la destruccion de los tejidos
periodontales. La modificacion de las hormonas circulantes en sangre que produce
alteraciones inflamatorias, las terapias con farmacos inmunosupresores o cualquier
enfermedad que produzca inmunosupresion (infeccion por el VIH, diabetes, etc.)
pueden predisponer a la destruccion del periodonto!®. La diabetes, especialmente
cuando no esta bien controlada, se considera un factor predictor del desarrollo de
EPC*2, También se sugiere que las infecciones polimicrobianas pueden causar cambios
vasculares e intestinales significativos**145, Existen algunos estudios'*®#" que
relacionan la EP con la enfermedad cardiovascular y la regulacion del perfil lipidico, la
preeclampsia, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), las neumonias y la
artritis reumatoide. No obstante, son necesarios mas estudios clinicos a largo plazo para

determinar estas posibles causas'#814°,
b) Estrés

El estrés puede ser inmunosupresor y perturbar el equilibrio de la respuesta
inflamatoria, el metabolismo lipidico y el de la glucosa’*®. El cortisol y las
catecolaminas se han empleado como marcadores del estrés'®, algunos estudios han

establecido una relacion significativa entre Porphyromonas gingivalis y las
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concentraciones de cortisol en el suero de pacientes con EPC y con las de algunos

marcadores de estrés oxidativo en sangre!®0-2,
c) Genetica

Existen evidencias sobre la existencia de una predisposicion genética para la EPC, pero
es imposible vincularla con un determinado gen. Se estan intentando identificar los
genes y los polimorfismos génicos asociados con la EP, para establecer el riesgo que
tiene una persona de padecer la enfermedad y prevenirla o enfocar el tratamiento de una
determinada forma. Se estan empleando los GWAS en personas sanas y susceptibles,

siendo los méas estudiados NIN, EMR1, KCNK1 y DAB2IP3154,
d) Otros factores

La presencia de placa microbiana o la deficiente higiene oral, la malposicion dentaria e
incluso pertenecer a sectores sociales de menor nivel educativo y econémico son

factores que también pueden influenciar en el desarrollo de la EPC,

2.3.1.2 Calculo

El célculo o sarro dental representa la placa bacteriana mineralizada (Figura 9-11). Se
considera que el sarro es un factor etioldgico secundario a la periodontitis, ya que
dificulta la eliminacion de la placa, por lo que debe ser eliminado como condicién

basica para lograr una accion terapéutica adecuada®.

2.3.2Epidemiologia

La EPC presenta una alta prevalencia aunque los datos se ven muy influenciados por la
metodologia, la definicion y los protocolos de estudio®®®. Se estima que 400 millones de

europeos padecen EP* y esta enfermedad estd considerada como una de las
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infecciones mundiales mas prevalentes'®’. En Espafia, segln la Encuesta de Salud Oral
de 2005%%8 el 25,9% de los adultos jovenes de entre 35 y 44afios presentaban una
pérdida de insercion periodontal (PIP: distancia entre la linea amelocementaria y el
fondo del surco: recesion gingival + sondaje) leve-moderada y el 7,3 % grave, mientras
que los adultos mas mayores (65-74 afios), un 40% tenian una PIP leve-moderada y un

31,5% grave.

2.3.3 Clasificacion

En la tabla 2 aparece la Clasificacion de las enfermedades periodontales de acuerdo con

el Workshop on the Classification of Periodontal Diseases, 19991,

Tabla 2: Clasificacion de las enfermedades periodontales, Armitage ™.

Enfermedades periodontales

2. Enfermedad periodontal crénica
A) EPC localizada
B) EPC generalizada

Esta enfermedad, anteriormente conocida como periodontitis del adulto, pasé a

denominarse enfermedad periodontal créonica desde el simposio realizado por la
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American Society of Periodontology en 1999, ya que a pesar de ser mas comun en
adultos, puede comenzar a cualquier edad. Los estudios de prevalencia demuestran que

es la forma mas comun de periodontitis*°.

En la evaluacion de la EPC se deben valorar la PIP, la profundidad de sondaje (distancia
entre el margen gingival y el fondo del surco) y el sangrado al sondaje. En funcion de
estas medidas se puede clasificar la EPC en tres estadios: Leve (PIP 1-2mm), Moderada

(PIP de 3-4mm) y Grave (PIP de >5mm)'®® (Figuras 9 y 10).

dertina | esmake L?\I/E MODERADA GRAVE

margen gingival

* Linea

placa , amelocementaria
0 linea 5
. mm
J . amelocementaria
[ Pl 5 mm
calculo (WP o 8 men
11 mm

cemento | Nivel de soporte periodontal Nivel de Insercion Clinica

Figura 10: Esquema de las medidas de Pérdida
de Insercion Periodontal (PIP) mediante sonda.
e Se considera la medida mas fiable ya que tiene
| alveolas un punto fijo como referencia. Modificado de
183

Smiley™.

ligamento
perodontal

Figura 9: Anatomia de la bolsa periodontal.
Modificado de Alpiste*® .

2.3.4 Aspectos clinicos

Las caracteristicas clinicas de la Enfermedad Periodontal Croénica (EPC) son:
inflamacion gingival (alteracion del color y textura), sangrado al sondaje y resistencia
reducida de los tejidos al sondaje, pérdida de insercién y pérdida de hueso alveolar

(Figura 11). Entre las caracteristicas variables se incluyen la presencia de célculo,
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hipertrofia o retraccion de encia, exposicion de la furca radicular, aumento de la

movilidad dental o desplazamiento y posible pérdida del diente®°.

La progresion de la enfermedad suele ser lenta aunque en cualquiera de sus estadios

puede experimentar una exacerbacion aguda3%162,

Figura 11: Caracteristicas clinicas y radiograficas de la EPC.

2.3.5 Aspectos diagnosticos
Se debe realizar una inspeccion clinica y radiografica de la boca del paciente y un

examen periodontal basico.

2.3.5.1 Sondaje y periodontograma.

Se realiza introduciendo una sonda periodontal fina graduada convencional o
electrénica (Figura 10) en al menos dos lugares (mesiovestibular y distovestibular, por

ejemplo) de cada diente y se va anotando (normalmente por cuadrantes o sextantes) los
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puntos identificados de sangrado al sondaje, presencia de calculo, profundidad de bolsa,

recesion gingival, lesiones de furca y movilidad dentarial3%162,

2.3.5.2 Estudio radiografico

La radiografia de aleta de mordida o periapical (Figura 11) convencional o digital con
control posicional, se sigue considerando un buen método diagndstico para evaluar la
pérdida dsea y las lesiones de furcal®. Otras técnicas radiograficas son la radiografia
digital sustractiva que compara el nivel 6seo entre distintas reevaluaciones del paciente
y las técnicas radiograficas tridimensionales mas precisas y caras como CBCT Cone
Beam Computarized Tomography, QCT Quantitative Computer Tomography, STTACT
Spiral Tomography Tuned Aperture Computed Tomography, CBVT Cone Beam
Volumetric Tomography, MCT Microfocus Computed Tomography, OCT Optical
Coherence Tomography®. El analisis radiografico ha de realizarse de forma periddica

ya que es un método objetivo para evaluar la progresion de la enfermedad®.

Existen otros métodos alternativos a la radiologia para el diagnostico por imagen de la
EPC, como la ultrasonografia’®®, aunque son mas lentos y requieren un mayor

entrenamiento.

2.3.5.3 Otros

También es importante evaluar el estado de las restauraciones dentales, el numero de
caries, los problemas endoddnticos (lesiones periapicales, vitalidad dentaria) y los

problemas oclusales.

2.3.5.4 Prondéstico

Tras el diagnéstico de EPC se debe trazar un plan de tratamiento inicial y, en funcién

del resultado de éste, se sentaran las bases para la terapia final, que puede ser correctora
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0 de mantenimiento. A la hora de establecer la terapia de forma individualizada, son
muy Utiles las pruebas genéticas que determinan el riesgo relativo de desarrollar la EPC
y/o el pronostico de su progresion segin la gravedad!®. Existen modelos informaticos
de asesoramiento del riesgo periodontal, programas en los que se introducen los datos
relativos al paciente segun el riesgo de padecer enfermedad periodontal o de agravarla,
como por ejemplo el PRA model y el Miller Mc-entire score®”1%8 Estos tests pueden

ayudar también al clinico a la hora de tomar decisiones restauradoras*®®.

2.3.5.4.1 Tests complementarios

Son otros analisis que nos ayudan a la seleccion de las medidas terapéuticas

basandonos en la presunta evolucién de las lesiones de EPC. Pueden ser:
1) Tests salivares

Estos nos indican el indice de secrecién y la capacidad amortiguadora de la saliva del

paciente 130,

2) Busqueda de sustancias asociadas con patdgenos putativos

Mediante el analisis de ADN, usando diversas técnicas de biologia molecular como los
microarrays, PCR convencional y a tiempo real e hibridacion in situ'*1%171 También
puede realizarse la deteccion de perfiles antigénicos bacterianos'’%!"2.y la evaluacion de
la actividad enzimatica’®,

Nos aportan informacién sobre los microorganismos periodontopatdgenos mas
relevantes y algunos sobre su concentracion, para adjuntar un tratamiento extra en las
localizaciones recalcitrantes o para tomar decisiones quirargicas, aunque no nos indican

su sensibilidad a los antibioticos™®.
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3) Deteccion de enzimas derivadas del huésped!’

4) Deteccion de productos de descomposicidn tisular

Los productos que se pueden detectar son los glucosaminoglucanos, algunas proteinas

asociadas al metabolismo 6seo y las metaloproteinasas!”>1"’.
5) Deteccion de mediadores de la inflamacion

Pueden ser dtiles las pruebas que detecten prostaglandina E2, citoquinas, IL-1B en

saliva o en el liquido crevicular'®177.178,
6) Desarrollo de anticuerpos monoclonales®

Lo interesante de estos tests complementarios es que sean rapidos, que la técnica sea

sencilla (a poder ser empleando saliva) y sean tanto diagndsticos de la enfermedad

como prondsticos en cuanto a su evolucion®et,

2.3.6 Tratamiento

El tratamiento constara de distintas fases.

2.3.6.1 Terapia inicial. Instrumentacion subgingival vy
mantenimiento

En este momento también se deben corregir los factores adicionales retentivos de la

placa como las caries, las obturaciones defectuosas y el trauma oclusal, entre otros™°.

2.3.6.1.1 Higiene personal y control de placa

Se debe llevar a cabo con un cepillo manual o eléctrico al menos dos veces al dia. Para

la higiene interdental pueden emplearse hilo o cinta dental y cepillos interdentales y
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como recursos auxiliares se emplean también irrigadores dentales y raspadores

lingualest®.

El dentifrico fluorado es muy efectivo para la prevencion de la caries pero para la EP
suelen emplearse pastas con agentes quimicos, naturales (aceites esenciales, plantas
naturales, etc....) o antibacterianos (clorhexidina, triclosdn) y/o con formulaciones
anticalculo (con pirofosfatos). El control quimico de la placa es mas practico con
dentifricos que contengan este tipo de agentes pero las formulaciones en colutorio
pueden ser interesantes para algunos grupos minoritarios. El agente antimicrobiano mas

eficaz es la clorhexidina%:130.180

2.3.6.1.2 Tartrectomiay el raspado y alisado radicular (RAR)

Consiste en eliminar primero la placa y el sarro supragingival con ultrasonidos o curetas
y después el subgingival, de la misma forma pero con la zona anestesiada. Luego se
hace el alisado radicular con curetas normales o sénicas e instrumentos rotatorios o
reciprocos que consiste en eliminar el cemento radicular reblandecido hasta encontrar
una superficie dura. Lo mas habitual es realizar este tratamiento por cuadrantes®0-181:182

(Figura 12).

2.3.6.1.3 Terapias coadyuvantes al RAR

Existen multiples terapias coadyuvantes al RAR con una significacion y eficacia
variables. En el metaanalisis de Smiley et al.*®® se indica que de todas las formulaciones
actualmente aplicadas tras los raspados, sélo presentan una eficacia clinica certera las
dosis sistémicas subterapéuticas de doxiciclina, los chips de clorhexidina y la terapia
fotodinamica con laser de diodo. Estas aplicaciones tdpicas pueden ser interesantes
especialmente en las localizaciones refractarias al tratamiento. También los antibidticos
sistémicos convencionales pueden ser efectivos para la mejora de la terapia pero deben
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de ser empleados con cautela®®*. Los probidticos parecen retardar la recolonizacion de
las bolsas, empleados como adyuvantes al RAR®, Se estan testando farmacos para el
colesterol*®® y para la artritis reumatoide'®’que podrian emplearse como coadyuvantes

para tratar la EPC. La investigacion también se centra en nuevos probioticos®,

189 190,191

productos naturales*” y ciertos alimentos

2.3.6.2 Terapia correctora. Cirugia periodontal

Se realiza entre uno y seis meses después de la terapia causal y sus objetivos son reducir
la profundidad de la bolsa y remodelar la encia para dar accesibilidad a la higiene
personal y a la terapia de mantenimiento, regenerar la insercion periodontal y facilitar

una correcta terapia restauradora'®?,

2.3.6.2.1 Cirugia osea y de la bolsa periodontal

La cirugia puede limitarse exclusivamente a la encia (gingivectomia, gingivoplastia,
etc.) o abordar la bolsa periodontal supra o infradsea. Se instrumenta y acondiciona
nuevamente la superficie radicular y en el mismo tiempo quirdrgico se realiza una
remodelacion 6sea si es necesario. Las técnicas de osteoplastia y ostectomia sirven para
dotar al periodonto de una anatomia propicia para la cicatrizacién y el recontorneo de

los tejidos blandos'**1% (Figura 12).

2.3.6.2.2 Procedimientos regenerativos

Se emplean en periodontitis avanzadas cuando existen defectos intradseos o de furca
después del tratamiento basico. Se pueden emplear injertos de hueso®, regeneracion
tisular guiada con membranas, reabsorbibles o no, con o sin material de injerto, con
factores de crecimiento!® o mediante productos regenerativos como las proteinas

derivadas de la matriz del esmalte. Se estd evaluando la utilidad de membranas o redes
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bioactivas que directamente, sin material de injerto, sirvan para la regeneracion tisular y

6383195’196.

Figura 12: Tratamiento de fase correctora finalizado.

2.3.6.3 Terapia de mantenimiento

La terapia de mantenimiento va orientada a prevenir la recidiva de la enfermedad y se
disefia en funcion de las caracteristicas del paciente’*°. El tratamiento consiste en un
examen, reevaluacién vy diagnéstico nuevo, reinstruccion y reinstrumentacion,
tratamiento de los sitios reinfectados si los hubiera, pulido dental y aplicacion de

fluorurost,

2.3.7 Perspectivas futuras

2.3.7.1 Marcadores genéticos y cambios epigenéticos

relacionados con el diagnostico y prondstico

Se estan investigando posibles moléculas diana en el biofilm bacteriano!®"%, en los
mediadores inflamatorios'®®2% en la regulacion de la respuesta inmune®3, en los
factores de riesgo?®??% y en las proteinas salivales?®®?%, Se han identificado el

inflamasoma’®2%” y el secretoma®? relacionados con la EPC.
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2.3.7.2 Relacionadas con el tratamiento

Se cree que la administracion de determinados microRNA puede llegar a ser un
tratamiento prometedor en todo tipo de enfermedades inflamatorias que sea capaz de
revolucionar la medicina individualizada?®. De hecho la terapia epigenética ya se esta
probando in vitro con inhibidores de la histona deacetilasa que impiden la pérdida Gsea

en infecciones por Porphyromonas gingivalis?®2.

2.3.7.3 En relacion a la regeneracion con células madre

Las células provenientes del ligamento periodontal y del foliculo dental se postulan
como una fuente para la regeneracion periodontal. El periodonto también se puede
regenerar de cultivos del periostio, de células madre mesenquimales de la médula dsea y

de células madre derivadas de células adiposas!?6:2%2,
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2.4 Candiday cavidad oral

Candida es un patdgeno oportunista de la cavidad oral que puede causar enfermedad en
pacientes con una alteracion local o sistémica favorecedora. La presencia de Candida no
implica que exista enfermedad ya que es un comensal habitual que esta presente hasta
en el 60% de las personas sanas?*®-?'3, No esta claro el motivo por el cual unas personas

estan colonizadas por Candida y otras no?'4

, pero Candida es el hongo que mas
frecuentemente produce patologia en la cavidad oral. Aproximadamente 17 especies del
género Candida se han asociado con la colonizacion e infeccidn en seres humanos.
Estas infecciones pueden ser superficiales o bien sistémicas, poniendo asi en riesgo la

vida del hospedador. Estas situaciones se dan sobre todo en pacientes con deficiencias

inmunologicas?t321S,

2.4.1 Género Candida

Los hongos son organismos eucariotas que viven como comensales o saprobios
asociados a material en descomposicién u otros organismos vivos. El reino Fungi se
divide en dos subreinos, el de los hongos basales y el subreino Dikarya, este Gltimo
agrupa las divisiones Basidiomycota y Ascomycota, a la cual pertenece el género
Candida y la mayoria de los hongos patdgenos®!®. Todas las especies de este género se
multiplican por gemacion, son ovales o levaduriformes y pueden desarrollar diversas
morfologias como blastoconidia o levaduras, pseudomicelio, micelio y clamidoconidia
o clamidospora. La mayoria de las especies de Candida forman pseudohifas y Candida
albicans y Candida dubliniensis son capaces de formar tubos germinales, hifas y
clamidoconidias?'’. Existen evidencias que relacionan la virulencia de Candida albicans
con la capacidad de transformarse de forma reversible entre los diferentes morfotipos

para adaptarse al hospedador?'®2'°, Candida albicans es la especie flingica que mas
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frecuentemente se aisla en la mayoria de los estudios epidemioldgicos, pero otras
especies de Candida como Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei y
Candida tropicalis se han aislado de la cavidad oral con distintas prevalencias segun la

localizacion geografica de los estudios realizados?3220,

2.4.2 Etiopatogenia

Candida requiere de un proceso de inmunodepresion del hospedador o una alteracion de
la microbiota debido a factores del medio ambiente y a unos factores especificos de
virulencia para convertirse en patgeno®°®??, Hay pocas evidencias de que en un estado
de salud normal, la microbiota oral comensal condicione el sobrecrecimiento de
Candida'®. Se desconocen los mecanismos basicos involucrados aunque se sefiala que la
inmunidad del hospedador??2?2® y la microbiota regulan el nimero de hongos presentes
en las mucosas al inhibir su adherencia a las células?®*?®> y su crecimiento como

blastoconidia®?®.

2.4.3 Factores de virulencia.

Candida posee varios factores de virulencia que favorecen la invasion de los tejidos de
la cavidad oral y le permite evadir los mecanismos de defensa del hospedador. Entre
ellos estarian la diversidad fenotipica-genotipica, la formacion de hifas, la
hidrofobicidad, la produccion de exoenzimas, la coagregacion sinérgica o competitiva

con bacterias y su gran capacidad de adaptacion al medio ambiente del hospedador??’.

2.4.3.1 Adhesiéon

Es un proceso crucial ya que es el primer paso necesario para la colonizacion?42%" y
para evitar que los microorganismos sean eliminados mediante el arrastre de la saliva o

el cepillado?'*. Candida se adhiere a multiples ligandos como algunas moléculas de la

46



superficie de las células del huésped o bacterianas, proteinas de la matriz extracelular??®,
moléculas salivales o polimeros inertes (catéteres médicos, prétesis, etc....) mediante
interacciones proteina-proteina, proteina-glucoproteina, i6nicas o hidréfobas®®.
Algunas adhesinas son inespecificas y otras son especificas para un ligando particular.
En Candida albicans se han identificado varias familias de genes que codifican estos
receptores proteicos y estan involucrados en la aglutinacion (ALS) y la coagregacion con

bacterias?2%-232,

2.4.3.2 Mecanismos de evasion de las defensas del

hospedador

El polimorfismo es uno de los mecanismos mas relevantes de Candida albicans®! y la

supresion genética de esta capacidad hace que una cepa se vuelva avirulenta?®

y su
estimulacion que promueva un mayor potencial patdgeno?*. La capacidad para invadir
tejidos en forma de hifa es mayor que en la fase levaduriforme?® y las hifas de Candida

se adhieren mas eficientemente y son mas resistentes a la fagocitosis?*®.

El switching o cambio fenotipico es un cambio de la morfologia de la colonia. Esta
desencadenado por diversos factores ambientales como la disponibilidad de oxigeno, de
nutrientes, etc. y modula varios factores de virulencia®*’. Esta propiedad de Candida le

permite una correcta adaptacion a los diferentes micronichos orales®.

2.4.3.3 Invasion y destruccion de los tejidos

La secrecion de enzimas hidroliticas juega un papel importante en la adhesion, en la
penetracion, invasion y destruccion tisular®®. Las mas importantes son las proteinasas

213

asparticas (SAP) y las fosfolipasas=°. Las SAP son responsables de la actividad

proteolitica de Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
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dubliniensis, Candida parapsilosis y Candida guilliermondii?®®*3, La actividad de estas
enzimas esta directamente relacionada con el potencial patogénico de la levadura®*.
Estas proteasas actian en un pH acido, lo que las hace interesantes en el estudio de
Candida y la cavidad oral?®. Se sabe que el genoma de Candida albicans codifica 10
SAP?46.247 nero son la SAP-528 y la SAP-124 las que participan en la infeccion por

Candida albicans.

Las fosfolipasas actian rompiendo la membrana citoplasmética de las células
hospedadoras y bacterianas y estan relacionadas con la invasion tisular®® y la
autodefensa del hongo?'®. Su carencia o inhibicion disminuye la virulencia de Candida,
imposibilitando la formacién de biopeliculas?®®!?%2, Aunque varias especies de Candida
secretan estas enzimas, Candida albicans es la mayor productora?¥®2%3, Existen siete
tipos de fosfolipasas (A, B1, B2, Cl1, C2, D, lisofosfolipasa y lisofosfolipasa
transacilasa), con diferentes modos de accion y moléculas diana?'®*2°1.%4, Candida
también produce otro tipo de enzimas como las hemolisinas, que podrian participar en

el desarrollo de las candidiasis invasoras®”®.

2.4.3.4 Formacion de biopeliculas

Muchas de las infecciones causadas por Candida albicans estan asociadas con la
produccién de biofilms, tanto en los tejidos como sobre dispositivos médicos u
odontolégicos, como las protesis dentales®®?%. Los biofilms o biopeliculas son
comunidades celulares organizadas bajo el control de moléculas de sefializacion y
embebidas en una matriz extracelular de acidos nucléicos, proteinas y carbohidratos que
ellas mismas producen®?®. Varias especies de Candida son capaces de formar biofilms
aunque Candida albicans es la mayor productora®®®?®, Las biopeliculas pueden ser

mono o0 polimicrobianas, como la placa dental, en la que los microorganismos
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interaccionan entre ellos de diferentes formas (sinergia, antagonismo, etc.)3#260-263 | os
biofilms facilitan que los microorganismos evadan los mecanismos de defensa del
huésped y resistan mejor el efecto de los farmacos antimicrobianos, aunque también
pueden estar implicados en mantener la salud modulando el sistema inmune y
previniendo la expansion de los microorganismos mas patdgenos?®*. Estas interacciones
intermicrobianas y los factores reguladores del huésped (dieta, higiene, etc.) son un
objetivo para los estudios que se desarrollan sobre el biofilm dental con las actuales

técnicas moleculares?*43:265,

2.4.4Formas clinicas de candidiasis oral

La colonizacion de la piel y las membranas mucosas por Candida se consideran un
importante factor de riesgo para desarrollar una infeccion por este hongo?®. Las micosis
se clasifican segun su localizaciébn como superficiales, cutaneas o mucocutaneas,

subcutaneas, y profundas o sistémicas?®’.

La candidiasis oral es la forma mas frecuente de infeccién micotica superficial de la
boca?®’. Se tienen que dar ciertos factores locales o sistémicos favorecedores para el
desarrollo de una candidiasis oral. Los factores locales pueden ser la xerostomia, ser
portador de protesis dental removible, el uso de ciertos medicamentos tépicos como
corticoides, el tabaco, alteraciones de la barrera mucosa o cambios en el epitelio oral,
una pobre higiene oral y una dieta desequilibrada con una alta ingesta de carbohidratos
y lacteos. Los factores sistémicos serian la edad, debido a un sistema inmune muy joven
inmaduro o debilitado, la malnutricion o déficits vitaminicos, el uso de medicaciones
inmunosupresoras 0 estados de inmunodeficiciencia primarios 0 secundarios,
desdrdenes endocrinos como la diabetes, ciertas neoplasias y el uso de antibioticos de

amplio espectro'?!. La candidiasis oral se ha asociado con mayor frecuencia a las
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edades extremas de la vida, aunque la infeccion por el VIH y el incremento de pacientes

tratados con terapias inmunomoduladoras o antineoplésicas han incrementado su

presencia en otros grupos etarios®.,

2.4.4.1 Clasificacion

La clasificacion clinica de las candidiasis orales mas frecuente es la realizada por Axell

et al.?®8 y que se describe en la Tabla 3.

Candidiasis Orales Primarias

Tabla 3: Clasificacion de las candidiaisis orales (Modificado de Axel

Aguda
—  Eritematosa
—  Pseudomembranosa
Cronica
—  Eritematosa
—  Pseudomembranosa
—  Hiperplasica
. Nodular
En forma de placa
Lesiones asociadas a Candida
—  Queilitis angular
—  Estomatitis protética
—  Glositis rombica
Lesiones queratinizadas primarias
infectadas por Candida
—  Leucoplasia
—  Liquen plano
—  Lupus eritematoso

|268)

Candididasis mucocutaneas

. Manifestaciones orales de candidiasis
sistémica mucocutanea como resultado
de enfermedades

Aplasia timica

Candidiasis asociada a sindrome de
endocrinopatia

La candidiasis por lo tanto se divide en dos amplias categorias, en primarias y

mucocutaneas.
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Candidiasis eritematosa (Aguda/Crdnica)

Se presenta clinicamente como un &rea rojiza de bordes mal definidos que puede ser
asintomatica o producir escozor y que caracteristicamente suele observarse sobre todo
en el dorso lingual y en el paladar dando un aspecto “en espejo”®. En ocasiones las
formas agudas se relacionan con el uso de antibidticos de amplio espectro y las formas

cronicas suelen asociarse a inmunosupresion, incluyendo la infeccion por VIH,
Candidiasis pseudomembranosa (aguda y cronica)

También conocida como “muguet”, es mas frecuente en la forma aguda y se caracteriza
clinicamente por presentar unas placas blanco-amarillentas diseminadas por la mucosa
oral que se desprenden al raspado dejando una superficie rojiza al descubierto®®!. Las
zonas mas frecuentemente involucradas son la mucosa yugal o labial, los laterales de la
lengua y la orofaringe, siendo en esta Gltima en la que se produce una mayor

sintomatologia?®’.
Candidiasis hiperplasica

Esta forma clinica es controvertida y se presenta como una placa blanca homogénea o
como nddulos que no se desprenden al raspado®. Habitualmente aparece en la zona
retrocomisural, en los laterales de la lengua y en el paladar. En estas lesiones Candida
se encuentra invadiendo la superficie del epitelio, que en ocasiones presenta displasia

epitelial®2%’,
Quieilitis angular

Es la lesion asociada mas comun, que se caracteriza por un enrojecimiento (a menudo
bilateral) de las comisuras labiales, y que aparece sobre todo en pacientes con déficits

vitaminicos o de hierro, asi como en pacientes edéntulos o con disminucion de la
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dimension vertical y/o xerostomia®®’. En muchas ocasiones se reconoce una infeccion

mixta con bacterias de los géneros Staphylococcus y Streptococcus®.
Estomatitis protética

Se trata de una lesion inflamatoria comun asociada a Candida cuya extension se limita a
la zona de apoyo de una prétesis dental removible. Se clasifica en distintos estadios
segun su apariencia clinica en forma de enrojecimiento puntiforme, enrojecimiento
masivo liso o con crecimiento hiperplasico®. Se trata de un proceso de etiologia
multifactorial en el que la infeccién por Candida puede estar involucrada, junto a otros
factores como el trauma protésico, el uso continuado de las prétesis, la mala higiene, el

tabaquismo, la hiposialia, etc.?*®

2.4.4.2 Tratamiento

El tratamiento de la candidiasis oral se basa en un correcto diagndstico clinico y en la
identificacion y cuantificacion de Candida en las lesiones?”. En todos los casos se debe
intentar identificar y corregir los factores predisponentes, asi como indicar una correcta
higiene oral y de las protesis dentales!. Finalmente, debe prescribirse una terapia
antifingica adecuada basada en la gravedad de la infeccion y en la sensibilidad in vitro
de la especie de Candida prevalente si se conocel.Existen las guias de practica clinica
que indican las recomendaciones y la evidencia existente para el tratamiento de la
candidiasis segln la gravedad de la situacion'®. Por lo general, se inicia con un
tratamiento tépico con nistatina o miconazol en los casos clinicamente sencillos como la
candidiasis eritematosa 0 la queilitis comisural. En los casos mas severos como la
candidiasis pseudomembranosa en un paciente inmunodeprimido se afiade una terapia

sistémica via oral con un azol como el fluconazol®..
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2.4.5Farmacos antifungicos

El tratamiento de las candidiasis orales se basa en el uso de farmacos antiflngicos,
sobre todo polienos y azoles, como la anfotericina B (AMB), la nistatina (NYS) o el
miconazol (MCZ) en formulacion topica?’'?"3, En las situaciones mas rebeldes y
recalcitrantes, los azoles fluconazol (FLZ) e itraconazol (ITZ) administrados por via
oral son muy eficaces?’#2’®, Algunas especies, como Candida glabrata y Candida
krusei son mas resistentes a los azoles, hecho que limita las posibilidades de éxito del
tratamiento con estos farmacos?’’. En casos extremos y en las complicaciones
esofagicas de las candidiasis orales, pueden utilizarse farmacos antifingicos por via
intravenosa, como FLZ, voriconazol (VRZ) o posaconazol (PSZ), anidulafungina,
caspofungina o micafungina (equinocandinas) o una formulacién lipidica de AMB

(polienos)?5%278,

Existen cuatro grupos principales de farmacos Utiles en la terapia de las candidiasis que
se clasifican de acuerdo a su modo de accién: mediante la union al ergosterol y ruptura
de la membrana celular fangica (polienos), inhibicion de la sintesis de ergosterol de la
membrana citoplasmatica(azoles), la inhibicion de la sintesis de 1,3-B-D-glucano de la
pared celular (equinocandinas), e inhibicion o alteracion de la sintesis de acidos

nucléicos (5-fluorocitosina) (Figura 12).
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5-fluorocitosina AZOLES

POLIENOS Inhibicion de la .Intfarru;.)cién dela
Integracion a la sintesis de ADN y biosintesis de esterol
membrana celular ARN (membrana celular y
\ mitocondrial)

\ il |
® T ® / EQUINOCANDINAS
\ \ Inhibicién de la

\ sintesis de glucano
\' Mitocondria
/ﬁ [ }
& )
4
= | PARED CELULAR
K j
\ j“ MEMBRANA
PLASMATICA

Figura 13: Lugares de accion de los farmacos en la célula fungica. Modificado de Dixon y
Walsh.*%

2.4.5.1 Polienos

Son farmacos antibiéticos que inhiben el crecimiento fangico al unirse con el ergosterol
de la membrana celular y alterar su estructura?’*?%, La permeabilidad de la membrana
celular se ve modificada y se pierde el contenido citoplasmatico?®!. Se incluyen en este

grupo las diferentes formulaciones de la AMB y la NYS.

245.1.1 Anfotericina B

Ha sido el farmaco de eleccidn para las micosis sistémicas por hongos dimorfos, hongos
filamentosos y levaduras durante mucho tiempo, porque es un fungicida de amplio
espectro muy efectivo®’. La AMB posee una accion contra los biofilms
candidiasicos?®®. Sin embargo, este farmaco presenta una alta nefrotoxicidad que es
menor con el empleo de las formulaciones liposdmicas®’. La AMB esta disponible en

suspension oral, cremas y ungiientos, pero su aplicacion topica no es muy habitual®®? .
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2.45.1.2 Nistatina

La NYS es el farmaco méas empleado para el tratamiento de las candidiasis orales. Se
utiliza de forma tépica ya que presenta una alta toxicidad en su uso sistémico?,
Dependiendo de la concentracion, la NYS es fungicida o fungistatica?®® . Se puede
emplear en suspension oral acuosa, liposémica?®3284 en nanoparticulas?®®, en tabletas
mucoadhesivas de liberacién prolongada o en microesferas de alginato?®. Ademas, se

ha estudiado también incorporada en dentifricos?®’.

2.4.5.2 Azoles

Son el grupo de farmacos mas amplio, acttan inhibiendo la sintesis de ergosterol que es
el componente principal de la pared celular. Esta inhibicion sucede por el bloqueo de
una enzima asociada al citocromo P450-Erg11p?8L. Los azoles son fungistaticos contra
Candida y los hongos dimorfo, pero actian como fungicidas contra Cryptococcus

neoformans?’®. Los azoles se dividen en dos grupos: imidazoles y triazoles.

2.4.5.2.1 Imidazoles

Los imidazoles producen una toxicidad selectiva mediada por el citocromo P450 y su
mecanismo de accién consiste en interferir con las enzimas oxidativas de la célula
flngica y asi crear una acumulacion letal de perdxido de hidrogeno??. Los mas
importantes se describen a continuacion, aunque también existen otros que se emplean
de forma topica para micosis superficiales como el fenticonazol, isoconazol, etoconazol,

sulconazol y econazol?88-2%,
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245211 Clotrimazol

Es un farmaco muy empleado de forma tdépica en EEUU y que estd disponible en
tabletas de liberacién prolongada. También se esta analizando una formulacion en

barniz?%12%

245212 Miconazol

Es un farmaco de amplio espectro que actGa contra Candida y Staphylococcus®? . Es
eficaz para cualquier tipo de candidiasis aunque, dada su toxicidad, s6lo se emplea
topicamente en forma de tabletas y geles®®!. Se esta estudiando su combinacion con

otros farmacos para potenciar su efecto®®,

245213 Ketoconazol

Es un farmaco de amplio espectro que se emplea de forma tdpica, sobre todo en
dermatologia, ya que produce toxicidad cuando es empleado de manera sistémica y
tiene interacciones con otros farmacos?®*. El ketoconazol fue uno de los primeros

farmacos en mostrar resistencias?’®.

2.4.5.2.2 Triazoles

Los triazoles son farmacos mas activos, con afinidad méas especifica en la diana que los
anteriores, por lo que producen una menor toxicidad y menos efectos secundarios. Los

mas relevantes son y albaconazol, FLZ, ITZ, PSZ, ravuconazol y VRZ?79.2812%

245221 Itraconazol

El ITZ es un farmaco lipofilo de amplio espectro que puede administrarse por via oral
(solucion oral y capsulas) o intravenosa, siendo una buena alternativa para el

tratamiento de las candidiasis causadas por cepas u especies resistentes al FLZ?™
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aunque se han descrito resistencias cruzadas con este farmaco?®. El ITZ es eficaz y

comodo, dada su posologia, para el tratamiento de las candidiasis superficiales?.

2452272 Fluconazol

El FLZ es un triazol soluble en agua que tiene una actividad fungistatica y de amplio
espectro, de forma que puede emplearse contra la mayoria de las cepas de Candida
albicans®®’. EI FLZ es menos activo contra otras especies del género Candida, como
Candida glabrata y Candida krusei, a la que es intrinsecamente resistente®®, Se puede
administrar por via oral e intravenosa y tiene pocos efectos secundarios. Por ello es el
farmaco méas empleado para el tratamiento de todo tipo de candidiasis, incluso para
prevenir su desarrollo en pacientes con inmunodeficiencias?®”?%, Los primeros casos de
cepas de Candida resistentes al FLZ se describieron en los afios 1980 en pacientes

infectados por el VIH que padecian candidiasis pseudomembranosa?%®27°2%,

245223 Posaconazol

El PSZ es un triazol lipofilo de amplio espectro que posee una estructura similar al 1TZ
y es eficaz contra la mayoria de las especies fungicas?®!. Tiene un efecto fungistatico
contra Candida aunque su absorcién por via oral esta limitada por la dosis, la
formulacion galénica y la ingesta de alimento®®. Posee el mismo espectro que el FLZ y
desarrolla menos resistencias que este, por lo que es una buena alternativa contra las
especies diferentes de Candida albicans, especialmente para tratamientos

prolongados2%8301-303,

245224 Voriconazol

El VRZ es un triazol derivado del FLZ, pero con una mejor actividad in vitro contra
especies resistentes a este y que ademas presenta un buen comportamiento en las
candidiasis orofaringeas®®®. Tiene un efecto fungicida contra hongos filamentosos y
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fungistatico contra las levaduras®®, puede tener interacciones con otros farmacos y se

han descrito resistencias cruzadas con el FLZz304306

2.4.5.3 Farmacos analogos del ADN

Son compuestos que inhiben la sintesis del ADN y del ARN flngico®”’. EI farmaco
representativo de este grupo es la 5-fluorocitosina o flucitosina, que es fungistatico
contra Candida 2% pero que se puede emplear en combinacion con otro farmaco
antifungico en el tratamiento de las candidiasis sistémicas, ya que debido a las

resistencias que induce, su uso como monoterapia se ha restringido?°.

2.4.5.4 Equinocandinas

Este grupo incluye a las Gltimas incorporaciones al tratamiento antifingico y todas las
especies de Candida son sensibles a estos farmacos, incluyendo todas las especies con
resistencia a otros farmacos®®. Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la
sintesis de 1,3-B-D-glucano, componente principal de la pared flngica®®®3®, Los
farmacos mas representativos de este grupo son la anidulafungina, la caspofungina y la
micafungina. Se emplean por via intravenosa en las candidiasis orales refractarias y en
las candidiasis invasoras?®*®!l, Ademas pueden emplearse también en terapia

combinada con los azoles®?’.

2.4.6Fallos terapéuticos y resistencias a los farmacos

antifungicos.

Las resistencias a los farmacos suponen en la actualidad un importante problema
clinico®*2. La resistencia intrinseca se define como la resistencia de todos o casi todos
los aislamientos de una especie a un farmaco determinado. La resistencia secundaria se
adquiere por una exposicion a los farmacos por diferentes mecanismos. Ambas
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dependen del microorganismo y se pueden medir en el laboratorio?’®. En ocasiones se
observa una resistencia a multiples farmacos, a la que llamamos multiresistencia o
resistencia cruzada, que es la mas problematica®!® . Candida glabrata es la especie que
mas frecuentemente desarrolla este tipo de resistencias®'®. La resistencia intrinseca a los
polienos no es frecuente, pero se ha observado en algunos aislamientos de Candida

lusitaniae, Candida lipolytica y Candida guilliermondii®!®,

Las resistencias a la 5-fluorocitosina pueden ser también intrinsecas o adquiridas y se
han observado en Candida y Aspergillus?”®. La resistencia a las equinocandinas en
cepas susceptibles siempre es adquirida y se debe principalmente a cambios en la
secuencia de aminoacidos de la enzima diana debido a una respuesta celular al estrés®'“,
La resistencia en los azoles estd ampliamente documentada y puede ser debido a
diversos mecanismos. La diana de estos farmacos es el citocromo P450, también
llamado Ergl1p porque esta codificado por el gen ERG1127°. Las primeras resistencias
descritas fueron debidas a la exposicién prolongada a MCZ y ketoconazol, aunque
posteriormente se han ido describiendo paulatinamente también al FLZ?"°. Los
mecanismos descritos son: a) alteracion de los mecanismos de transporte del farmaco,
b) alteraciones en la diana celular, c) alteraciones en la biosintesis del ergosterol. Estos
mecanismos se van implantando progresivamente en el hongo a medida que se expone
al farmaco y pueden combinarse®”. La resistencia de los azoles en varias especies de
Candida esta asociada con la sobre-expresion de proteinas de la membrana plasmatica.
Estas proteinas actian como bombas de expulsion y eliminan el farmaco de la célula.
Las dos principales bombas de eyeccién conocidas son las ABC (ATP-binding cassette)
y la familia de los transportadores MFS (Major Facilitators Superfamily)?®®. Los genes
CDR1 y CDR2 (Candida Drug Resistance) codifican los transportadores ABC, y

también se conocen los efectos que su sub o sobre-expresion pueden tener en la
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resistencia al farmaco, especialmente en la resistencia de Candida albicans a los

azoles314’316

Se han descrito seis genes que se incluyen en la familia de los MFS3Y’. MDR1 es el gen
que parece estar sobre expresado en diferentes aislamientos clinicos resistentes®:®.
Lettner et al.3!° relacionan estos transportadores con las resistencias cruzadas a varios

farmacos en Candida albicans.

Se considera que la resistencia debida a los transportadores ABC es mas importante que
la debida a los MFS®Y. Las resistencias a los azoles también se relacionan con
mutaciones del ERG11, gen que ha demostrado una altisima variabilidad en sus alelos,
cada uno de ellos con diferente nimero de mutaciones?’°%1:32°, No obstante, también se

han descrito mutaciones en otros genes involucrados en la biosintesis del ergosterol®?%-

324

2.4.6.1 Mecanismos de resistencia a los farmacos antifungicos

en la biopelicula

Muchas especies fungicas son capaces de formar biofilms y una de las caracteristicas de
estos es su elevada resistencia a las terapias antimicrobianas?®. Se ha sefialado que esta
resistencia es multifactorial y que va mas allad de los mecanismos de resistencia que el
hongo presenta en su forma planctonica®>3%’. La mayoria de los hongos en la cavidad
oral se encuentran presentes en biofilms mixtos?”®, de manera que ofrecen resistencia a
la remocién mecanica convencional de la saliva y del liquido crevicular, a la
penetracion de los farmacos antimicrobianos y a las propias células del sistema
inmune**?’. Los propios polisacéridos de la matriz extracelular podrian inhibir la
difusion de los farmacos o unirse idnicamente a ellos, reduciendo asi la

biodisponibilidad de los mismos?°3%’, ademas, la matriz extracelular de los biofilms
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mixtos es mas viscosal®. Se considera que las células residentes en el biofilm estan mas
inactivas, con un metabolismo de perfil bajo, y que no son capaces de poner en marcha
los mecanismos bioquimicos que los farmacos requieren para ejercer su efecto
terapéutico®?’. Otra posibilidad es que los microorganismos residentes en el biofilm
emitan sefiales internas que provoquen una sobre-expresion de los genes que regulan los
mecanismos de resistencia®?’. Parece que la resistencia estd gobernada por diferentes

factores en funcion de la maduracion del biofilm328,

2.4.7Metodologia para el estudio de las resistencias

Los estudios de sensibilidad in vitro a los farmacos antifungicos se realizan para
detectar las resistencias de los microorganismos y permiten establecer la sensibilidad de
un aislamiento clinico a un determinado farmaco, facilitando asi la eleccion del
tratamiento adecuado a la que debe unirse la prediccidn de la respuesta mas probable al

farmaco3®?°

. A partir de estos métodos de estudio se puede cuantificar la actividad del
farmaco, expresada como la concentracion minima de farmaco que inhibe el

crecimiento del hongo o CMI.

Ha habido falta de consenso en los métodos de evaluacion de las resistencias a los
farmacos antifingicos durante mucho tiempo. Finalmente el CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) cre6 un subcomité para el estudio y estandarizacion de

los métodos de determinacion de la sensibilidad in vitro a los farmacos33%-331,

Con el fin de llegar a una mejor correlacion in vitro-in vivo, se ha propuesto un método
de dilucion del farmaco en un medio liquido, tratando de establecer asi una mayor
semejanza con el entorno en el que debe actuar en el paciente. El método consiste en la
cuantificacion de la inhibicidn de crecimiento producida por el farmaco comparado con

el crecimiento de la levadura en el mismo medio sin farmaco (control de crecimiento).
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Las condiciones, el medio de cultivo, el pH, el tampdn, el tamafio del in6culo, el tiempo
y la temperatura de incubacion deben ajustarse a lo recomendado en los documentos del
CLSI, ya que cualquier cambio en estos parametros puede afectar a los resultados. Por
otro lado, debido al gran nimero de factores que pueden influir en la evolucién clinica
de una infeccion fungica, una CMI baja no predice necesariamente el éxito terapéutico,
mientras que una CMI alta o resistencia in vitro si que indica una alta probabilidad de

fracaso terapéutico®®,

Para el estudio a la sensibilidad in vitro a los antifungicos en las levaduras del género
Candida se utiliza el método descrito en el documento M27-A3 con el anexo S4
publicado por el CLSI®¥%33!  En este documento se incluyen los puntos de corte
interpretativos para el FLZ, ITZ, VRZ, 5-fluorocitosina y las equinocandinas, lo que
permite clasificar a las cepas en sensibles, resistentes, o sensibles-dependientes de la
dosis. Recientemente se han propuesto modificaciones de los puntos de corte para las
equinocandinas, FLZ, VRZ y PSZ especificos para algunas especies concretas de
Candida 312333334 E| Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee of the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (AFST-EUCAST) también ha
desarrollado una metodologia estandarizada para estudiar la sensibilidad a los farmacos
antifangicos. Esta basada en el documento M27-A con modificaciones que pretenden

dar datos mas objetivos respecto a los puntos de corte312:335-337,

Segun el CLSI, el medio de cultivo con la mejor concordancia intra y entre laboratorios,
es el medio sintético RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato sddico, tamponado
con &cido morfolino propanosulfénico (MOPS) 0,164M vy ajustado a pH 740,1. El
método de referencia EUCAST emplea el mismo medio, pero con una concentracion
final de glucosa al 2% vy la lectura se realiza igualmente a las 24h. Estos métodos son

bastante laboriosos y dificiles de adaptar a un laboratorio clinico®®. Por este motivo han
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surgido métodos comerciales que incluyen indicadores colorimétricos u otras ventajas
que facilitan la lectura y favorecen su automatizacion. Los méas destacados son
Sensititre Yeast One (Trek Diagnostics Systems Ltd, England), ATB Fungus

(bioMérieux France) o Etest (AB Biodisk, Sweden)33-342,

63



64



3. PACIENTES, MATERIAL Y
METODOS.
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3.1 Pacientes

Se ha realizado un estudio casos-control en 190 pacientes que acudieron al Servicio
Clinica Odontoldgica de la Universidad del Pais Vasco / Euskal Herriko Unibertsitatea
(UPV/EHU). De estos pacientes 95 (50%) eran hombres y 95 eran mujeres, con una

media de edad de 43,7 afios, en un rango de 18 a 81 afios (Tabla 4).

A todos los pacientes se les realizé una historia clinica y una exploracion bucodental por
un Unico examinador. Se les realiz6 un examen estandar con espejo y sonda dentales y
una exploracion periodontal con una sonda periodontal graduada (PCP-UNC 15).
Especificamente se recogieron los datos de los dientes con caries, obturados o ausentes
y la profundidad de bolsa mas alta de cuatro medidas de sondaje (mesial y distal por
vestibular y por lingual) y la recesion gingival del diente referencia de cada sextante

(excluyendo los cordales).

La muestra se dividié de acuerdo a la presencia y gravedad de la patologia de caries y
de la enfermedad periodontal crénica. Los datos principales se muestran en la Tabla 4 y

en los articulos anexados.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion con Seres Humanos de
la UPV/EHU (CEISH/23/2010) y todos los pacientes participantes firmaron el

consentimiento informado.
Los criterios de inclusion fueron:

A) Tener més de 18 afios de edad en el momento del estudio.

B) Tener un minimo de 20 dientes en el momento del estudio.

Los criterios de exclusion del estudio fueron:
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A) Haber recibido farmacos antimicrobianos o terapias inmunosupresoras en el
ultimo mes antes de ser examinado.

B) Presencia de signos de candidiasis oral o de lesiones en los tejidos blandos de la
boca en el momento del estudio.

C) Padecer una enfermedad cronica no controlada, como diabetes mellitus,
hipotiroidismo, etc.

D) Estar embarazada.

E) Estar infectado por el VIH o presentar otro proceso asociado a déficit

inmunoldgico.

Los pacientes fueron clasificados en dos grupos en relacion con la patologia cariogénica
en base al indice propuesto por la OMS para la caries (indice CAO o suma de dientes

careados, ausentes y obturados)?158:343-346

Para analizar la enfermedad periodontal cronica se seleccionaron especificamente
pacientes con 30 afios 0 mast4®%7-34 | os pacientes fueron clasificados en relacion con
la EPC en base al indice propuesto por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para clasificar la enfermedad periodontal (CPITN: indice comunitario de necesidad de
tratamiento periodontal ) y por la American Academy of Periodontology mediante la
medicion de la pérdida de insercion periodontal (PIP: distancia entre la linea
amelocementaria y el fondo de la bolsa o la suma de la recesion gingival mas la

profundidad de sondaje)®1129:16.183,
Los grupos en relacion a la caries fueron (Tabla 4):

e Grupo 0 o con bajo riesgo de caries, que comprendia a pacientes sin caries 0

con menos de seis lesiones de caries tratadas (CAO < 6).
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e Grupo | o grupo con alto riesgo de caries, que incluia a pacientes con méas de

seis lesiones tratadas o sin tratar (CAO > 6).

Los pacientes fueron clasificados en tres grupos en relacion a la enfermedad periodontal

cronica (Tabla 4):

e Grupo control, pacientes sin EPC que presentaban un CPITN < 3 y una PIP <
1.

e Grupo MCP, pacientes con EPC leve o moderada: que presentaban un
CPITN=3 y/o una PIP entre 2-5.

e Grupo SCP, pacientes con EPC severa que presentaban un CPITN=4 y/o una

PIP> 5.
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Tabla 4: Datos demogréficos de los grupos de pacientes del estudio

Caries Enfermedad Periodontal (EP)
Bajo Alto Sin EP EP
Grupo riesgo riesgo Total EP moderada grave Total
0 I Control MCP SCP
N 58 132 190 89 47 19 155
Edad
Media 34,8 47,6 43,7 44 53,5 55 48,2
Rango 18-68 20-81  18-81  (30-78)  (30-81) (33-77)  (30-81)
Sexo
Muijeres (%) | 38 (65,5) 57 (43,2) 95(50) 43(48,3) 20 (42,6) 7(36,8) 70(45,2)
Hombres (%) | 20 (34,5) 75(56,8) 95(50) 46(51,7) 27 (57,4)  12(63,2) 85(54,8)

3.2 Obtencion de las muestras microbioldgicas

Las muestras se obtuvieron mediante enjuague oral (OR) con 25 ml agua destilada

estéril durante un minuto. El enjuague fue depositado en tubos Falcon® de 50

m|3:25,214,294,350-352

Ademas, se tomaron muestras de las bolsas periodontales (GPP) con puntas estériles de
papel que se introducian durante 10 s en el surco gingival de los dientes 1.6 (primer
molar superior derecho), 3.6 (primer molar inferior izquierdo) y 4.1 (incisivo central
inferior derecho)®? (Figura 14), donde previamente se habia realizado un aislamiento
relativo y secado de la zona. La punta de papel se depositaba posteriormente en un tubo

con 2,5 ml de agua destilada estéri|315241349,354-356
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Figura 14: Toma de muestra
subgingival con una punta de papel
estéril con aislamiento relativo en
incisivo inferior.

3.3 Cultivo, aislamiento e identificacion de Candida

Para el aislamiento en cultivo de Candida, se sembraron 100 pul de los OR o 50 pl del
sedimento de las GPP, después del centrifugado de las muestras a 4000 rpm durante 10
min, en placas de agar cromégeno ChromID Candida (antes denominado Candida 1D2;

BioMérieux Marcy L’Etoile, Francia) (Figura 15).

Figura 15. Crecimiento de Candida en agar
cromégeno ChromID Candida . Las colonias de
color azul corresponden a Candida albicans ylo
Candida dubliniensis.

Las placas se incubaron a 36 = 1°C y el crecimiento se evalu6 a las 24, 48 y 72 horas,
mediante la realizacion del recuento de unidades formadoras de colonia (UFC) y el
estudio de las caracteristicas morfologicas de las colonias. Estas caracteristicas nos

permiten la identificacion presuntiva de las distintas especies de Candidal®351:352357-359
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(Figura 15). Las placas se desecharon después de 10 dias de incubacion si no se
observaba crecimiento.

La identificacion definitiva de las especies que en el cromdgeno no eran azules se
realiz6 mediante pruebas bioquimicas y fisioldgicas con el método API ID 32C
(BioMerieux) (Figural6).

La identidad definitiva de las colonias azules (Candida albicans o Candida
dubliniensis) fue confirmada por amplificacion del gen hwpl por una prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional de deteccion multiple que

distingue entre Candida albicans, Candida dubliniensis y Candida africana (Figura

17)25,351,359,360.

Figura 16. Asimilacion de
fuentes de carbono mediante
galeria de identificacion API
ID32C.

Figura 17. Identificacion de
Candida por amplificacién de

!""’“~ T s " ——
—-— -—
— ADN
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3.4 Estudio in vitro de la sensibilidad a los farmacos

antifungicos

Se estudio la sensibilidad in vitro a los antifingicos polienos AMB y NYS (Sigma-
Aldrich, EEUU) y a los azoles FLZ, ITZ y MCZ (Sigma-Aldrich, EEUU), PSZ (Merck
& Co., EEUU) y VRZ (Pfizer SLU, Inglaterra) de 126 aislamientos procedentes de 61

pacientes.

El estudio de la sensibilidad in vitro a los farmacos antifungicos se realiz6 siguiendo el
método estandarizado de microdilucion en caldo RPMI (1640) propuesto en el
documento M27-A3 del CLSI®, con la validacion del tiempo de lectura a las 24 horas
y los nuevos puntos de corte clinicos especificos para los diferentes farmacos y especies
de Candida descritos en el anexo S4 del documento®'?3%, | os aislamientos analizados
se clasificaron segun estos puntos de corte interpretativos como se muestra en la tabla 5.
Una descripcion mas detallada se encuentra en el manuscrito 3 (In vitro antifungal
susceptibility of oral Candida isolates from patients suffering from caries and chronic
periodontitis). Se utilizaron los puntos de corte de Candida glabrata para Candida

lipolytica.
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Tabla 5: Puntos de corte clinico sugeridospor el CLSI para los antifingicos estudiados.

Puntos de corte clinicos (ug/ml)

Especies Farmaco Sensible SDD*/ Resistente
Intermedio
FLZ <2 pg/ml 4 pg/ml > 8 pg/ml
Candida albicans |ITZ <0,125 yg/ml 0,25-0,5 pg/ml > 1 pg/ml
VRZ <0,125 pg/ml 0,25-0,5 pg/ml >0,5 pg/ml
) - |FLZ <2 pg/ml, 4 pg/mi > 8 pg/ml
Candida parapsilosis
VRZ <0,125 yg/ml 0,25-0,5 pg/mi > 1 pg/ml
Candida glabrata/
o ) FLZ 32 pg/ml > 64 pg/mi
Candida lipolytica
. - FLZ <2 pg/ml 4 pg/mi > 8 pg/ml
Candida tropicalis
VRZ <0,125 yg/ml 0,25-0,5 ug/ml >0,5 pg/mi
Candida krusei VRZ <0,5 pg/ml 1 pg/ml >2 pg/ml

*SDD: sensible dosis dependiente

Los puntos de corte clinicos especificos para AMB, NYS, MCZ y PSZ no han sido aln
definidos, ni tampoco para las especies Candida dubliniensis y Candida guilliermodii.
Para la interpretacion de la resistencia a éstos farmacos y especies se emplearon los
puntos de corte epidemioldgicos, tal y como se describe en otros estudios®!2%! (Tabla

6).

Los puntos de corte epidemioldgicos para la NYS y MCZ tampoco han sido
establecidos aun, por lo que en este trabajo hemos empleado los mismos puntos de corte
que para la AMB. Sin embargo, las CMI de NYS son habitualmente mas altas que las

de AMB en una o dos diluciones.
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Tabla 6: Puntos de corte epidemioldgicos sugeridos

19,312,361

para los antifingicos estudiados.

Puntos de corte epidemioldgicos (ug/ml)

Especies Farmaco Salvaje No salvaje
AMB <2 pg/ml >2 pg/mi
NYS <2 pg/ml >2 ug/mi
FLZ <0,5 pg/ml, >0,5ug/ml
Candida albicans |I1TZ <0,125 pg/mi >0,125 pg/ml
MCZ <2 pg/ml >2 ug/mi
PSZ <0,06 pg/ml >0,06 pg/ml
VRZ <0,03 pg/ml >0,03 pg/ml
AMB <2 pg/ml >2 ug/mi
NYS <2 pg/ml >2 ug/mi
Candida parapsilosis | FLZ <2 pg/ml, >2 pg/ml
ITZ <0,5 pg/ml >0,5 pg/mi
MCZ <2 pg/ml >2 ug/mi
PSz <0,25 pg/ml >0,25 pg/ml
VRZ <0,125 pg/mi >0,125 pg/ml
AMB <2 pg/ml >2 ug/mi
NYS <2 pg/ml >2 ug/mi
Candida glabrata/ |FLZ <32 pg/ml >32 pg/ml
Candida lipolytica |ITZ <2 pg/ml >2 pg/ml
MCZ <2 pg/ml >2 ug/mi
PSz <2 pg/mi >2 pg/ml
VRZ <0,5 pg/ml >0,5 pg/mi
AMB <2 pg/ml >2 pg/ml
) o NYS <2 pg/ml >2 pg/mi
Candida tropicalis FL7 <2 pg/m > 4 pg/mi
ITZ <0,5 pg/ml >0,5 pg/mi
MCZ <2 pg/ml >2 pg/ml
PSz <0,125 pg/mi >0,125 pg/ml
VRZ < 0,06 pg/mi >0,06 pg/ml
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Tabla 6 (Cont): Puntos de corte epidemioldgicos sugeridos'*2*"

estudiados.

para los antifingicos

Puntos de corte epidemioldgicos (ug/ml)

Especies Farmaco Salvaje No salvaje
AMB <2 pg/ml >2 pg/ml
Candida krusei NYS <2 pg/ml >2 pg/ml
FLZ <64 pg/ml >64 ug/mi
ITZ <1 pg/ml >1 pg/mi
MCZ <2 pg/ml >2 pg/ml
PSz <0,5 pg/ml >0,5 pg/mi
VRZ <0,5 pg/ml >2 pg/ml
AMB <2 pg/ml >2 pg/ml
Candida dubliniensis | NYS <2 pg/ml >2 pg/ml
FLZ <0,5 pg/ml >0,5 pg/mi
ITZ <0,25 pg/mi >0,25 pg/ml
MCZ <2 pg/ml >2 pg/ml
PSz <0,125 pg/mi >0,125 pg/ml
VRZ <0,03 pg/mi >0,03 pg/ml
Candida AMB <2 pg/ml >2 pg/ml
guilliermondii NYS <2 pg/ml >2 ug/ml
FLZ <8 pg/ml >8 pg/mi
ITZ <1 pg/ml >1 pg/mi
MCZ <2 pg/ml >2 ug/mi
PSz <0,5 pg/ml >0,5 pg/mi
VRZ <0,25 pg/mi >0,25 pg/ml

3.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa SPSS version 15.0. y 22.0.
Para ver si las variables continuas se ajustaban a la distribucion normal se utilizo la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias de medias entre los diferentes grupos

se efectuaron mediante la t de studen y ANOVA para variables paramétricas, mientras
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que para las variables no paramétricas se empled la Chi?, la U de Mann Whitney v la
prueba de Kruskal-Wallis.

Las variables categéricas se compararon mediante el test exacto de Fisher y la
correlacion entre variables continuas se analiz6 mediante la prueba de correlacion de
Pearson (paramétricos) o Spearman (no paramétricos). Los Odds ratio se calcularon
mediante regresion logistica binaria, ajustando los datos por sexo y edad. El estudio de
la diversidad de especies de hongos presentes en las muestras clinicas se realizd
calculando el indice de diversidad de Simpson®3¢2, En todos los métodos estadisticos se

considerd significativo un valor de p < 0,05.

3.6 Busqueda bibliografica

Se han realizado busquedas bibliograficas en las bases de datos disponibles en Internet
como Medline, Science Direct, Scopus, Cochrane Library y National Library of
Medicine (Pub Med) entre los afios 2010 y 2016. Las palabras clave sobre el tema
objeto fueron: Candida , candidiasis oral, caries, enfermedad periodontal, biofilm,
antifangicos, resistencia in vitro, placa dental, microbiota oral, microbiota subgingival,
colonizacion oral, diversidad de especies y factores de virulencia (Candida , oral
candidosis, caries, periodontitis, biofilm, antifungal, in vitro resistance, dental plaque,
oral microbiota, subgingival microbiota, oral colonisation, species diversity and factores
virulence factors). Las busquedas arrojaron miles de resultados de los que después de
leidos el titulo y el resumen se preseleccionaron 620 articulos, muchos de los cuales se
han relacionado directamente con este trabajo. La bibliografia ha sido ordenada
mediante el programa informético RefWorks con el estilo American Medical

Association 102 Ed.
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4 RESULTADOS
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Los resultados de esta Tesis doctoral se describen en base a los tres estudios principales
realizados. De esta forma, se han tratado por separado la relacion entre la colonizacion
por Candida y la caries, la colonizacion por Candida y la enfermedad periodontal
cronica y, finalmente, la sensibilidad in vitro de los aislamientos orales de Candida a los

farmacos antifangicos y su relacion con ambas patologias.
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-ESTUDIO 1-

Caries y colonizacion por Candida en pacientes adultos en el Pais
Vasco (Esparia)

(Mycoses 2016; 59: 234-240)
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Se observd una colonizacion por Candida en 92 de los 190 pacientes estudiados
(48,4%). La colonizacién por Candida era significativamente mayor (p < 0,001) en el
grupo de pacientes con caries (56,1%) que en el grupo de pacientes control (31%)
(Tabla 1 del manuscrito). Los pacientes con colonizacion por Candida tenian un mayor
namero de lesiones de caries que los pacientes no colonizados (Odds ratio 3,1, 95% CI
1,53-5,48). La media de UFC aisladas en el grupo de pacientes con caries (962 UFC/ml)
fue mayor (p=0,011) que en el grupo control (331 UFC/ml) (Tabla 4 del manuscrito).
En las muestras orales del grupo control se aislaron siete especies fungicas diferentes de
18 pacientes. Sin embargo, fueron 16 las especies aisladas de los 74 pacientes del grupo
con caries. Candida albicans era la especie predominante en ambos grupos. En el grupo
de pacientes con caries también se aislaron con relativa frecuencia las especies Candida
parapsilosis, Candida glabrata, Candida dubliniensis y Candida krusei (Tablas 2 y 3
del manuscrito).

Candida albicans se aisl6 en cultivo puro de 54 pacientes (28,4%) y en cultivo mixto
con otra especie fungica en otros 10 pacientes (5%). Candida albicans se encontr6
presente en el 22,4% de las muestras orales de los pacientes control y en el 38, 8% de
las muestras de los pacientes con caries.

Ademas, otras 11 especies de Candida se aislaron en cultivo puro de 23 pacientes
(12,1%), siendo las mas habituales Candida parapsilosis, Candida dubliniensis y
Candida guilliermondii. Los pacientes con caries estuvieron mas frecuentemente
colonizados (p = 0,006) por especies de Candida no C. albicans que los pacientes
incluidos en el grupo control (Tabla 2 del manuscrito).

En base al numero de UFC aisladas por especie se calculo el indice de diversidad de

especies de Simpson (1) para los distintos grupos del estudio. EI grupo de pacientes con

85



caries tuvo una mayor diversidad de especies (1=0,491) que el grupo control (1=0,234)

(Tablas 2 y 3 del manuscrito).
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Summary

Candida albicans is one of the most frequent pathogens of the oral cavity, as a major cause of
opportunistic. Moreover, Candida could be a cofactor of common oral diseases, such as dental
caries. The aim of this study was to analyze the oral yeast colonization in adults with dental
caries and to evaluate its relationship with this clinical entity. We studied 190 patients
distributed into controls (58 patients) and patients with caries (132 patients). Oral samples were
collected by oral rinse and cultured in a chromogenic agar. Candida albicans was the most
prevalent species isolated from oral specimens in both groups. Patients with caries had a greater
Candida colonization (74 patients, 56.1%), than persons without caries (18 patients, 31%, p <
0.01). Patients with caries were significantly more colonized by non-Candida albicans species
than individuals without caries (p = 0.006). Moreover, the diversity of Candida species was
richer in patients suffering from caries. The odds ratio of the colonization of patients with caries
was 3.144 (95% CI 1.525-5.478), which infers a higher risk of caries in people colonized by
Candida. There is a significant clinical correlation between dental caries and oral Candida

colonization in adults.

Keywords: Caries, Adults, Basque Country, Candida, Colonization, Yeasts
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Introduction.

Dental caries remains among the most common human diseases, second only to common cold.
Caries is chronic disease that slowly progresses to localized and irreversible destruction of the
tooth with an important controversy about its evasive and multiple etiologies.}?. Local
production of acids from microbial fermentation of carbohydrates is necessary for caries
development®. A dynamic biofilm or dental plaque is developed, consisting of microorganisms
of different species and kingdoms, attached between and embedded in a microbial extracellular
matrix and salivary polymers.*°. The role of the microbiota of the tooth surfaces in the etiology
and pathogenesis of caries is still not well elucidated. Streptococcus mutans are major
cariogenic microorganisms with ability to produce glucans and acids in large quantities.?
However, the hypothesis of an altered ecology of the microbial dental plaque that encourages
the development of caries seems as consistent as the hypothesis on a dental plague with a
specific microbial composition, dominated by Streptococcus mutans, Actinomyces,
Aggregatibacter, Lactobacillus o Prevotella.>® An ecologically altered microbiota would be
able to produce acids from carbohydrates in the diet, causing an imbalance in the cycle of dental
demineralization-remineralization which would alter the tooth surface and allow the formation

of cavities.”

Candida albicans is an opportunistic fungus and a common component of the oral microbiota in
many people. Candida albicans could be a partner in dental caries development by actively
participating in its pathogenesis, taking advantage of the altered composition of dental plague
and proliferating. Candida has been isolated from supragingival dental plague along with other
cariogenic microorganisms®. The coadhesion or coaggregation between Candida albicans and
oral bacteria, such as Streptococcus mutans, is crucial for fungal adhesion, colonization and
persistence in dental surfaces. Moreover, Candida albicans colonization or isolation from
carious lesions, especially in children, adolescents and young adults has been described.®*
However, this yeast could be also a simple indicator of the most optimal conditions for the

development of caries, or even could be only a structural component of the dental plaque.®®
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There are few studies in adults, a susceptible population to caries in Basque Country. The aim
of the current study was to analyze the oral Candida colonization in adults with caries, to assess
the prevalence of different Candida species and evaluate their relationship with the severity of

the disease.

Patients and Methods

Patients and study design. This prospective observational analytical study randomly recruited
190 patients (95 women and 95 men) attending the Unit of Oral Medicine of the Dental Clinic
Service at the Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea (UPV/EHU) in Bilbao
(Spain). A complete oral examination of each patient was performed and a clinical history
registered. The inclusion criteria were that the patient was over 18 years old and gave written
consent after being informed about the characteristics and objectives of the study. Exclusion
criteria included that the patient had been treated with antimicrobial, antiretroviral or
immunosuppressive therapies in the last month prior to sampling, the absence of more than 10
teeth, the presence of signs of oral candidiasis or compatible with this infection, suffering from
a chronic uncontrolled disease or pregnancy. This study was approved, with the reference

CEISH/23/2010, by the Ethics Committee for Research with Humans of the UPV/EHU.

Patients were classified into two groups according to the presence of caries on the basis of the
Decayed, Missing, Filled (DMF) index proposed by WHO for oral health surveys.>¢7 Control
group (group 0) comprised patients without cavities or with less than 6 dental injuries treated or
untreated (DMF < 6). Group I included patients suffering from caries showing 6 or more than 6

injuries (DMF > 6).

Clinical specimens. Oral samples from all patients were obtained by vigorous oral rinse with 25
ml of distilled water for 1 min, which was deposited in 50 ml polystyrene tubes with screw

Cap.l&lg

Culture, isolation and identification of Candida. One hundred microliters of oral rinse were
plated onto ChromID Candida chromogenic agar plates (formerly Candida ID2; BioMérieux,
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Marcy L' Etoile, France) and incubated at 36 + 1 °C. Growth was evaluated at 24 h, 48 h and 72
h, by counting the number of colony forming units (CFU) and by analyzing the morphologic
characteristics of the colonies (color, shape and texture) which allowed a presumptive
identification of fungal isolates. Plates were discarded after 10 days of incubation if no growth
was observed. Definitive identification of the colonies was performed using biochemical and
physiological tests with the method API ID 32 C (BioMérieux).?’ The final identification of
blue colonies, whose presumptive identity could be Candida albicans or Candida dubliniensis,
was confirmed by amplification of the hwpl gene by a multiplex polymerase chain reaction
(PCR) that allows to distinguish between Candida albicans, Candida dubliniensis and Candida

africana.?

Statistics. Statistical analyses were conducted using SPSS software v15.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Categorical variables were compared using Chi Square test and the quantitative
variables with Mann Whitney U test. Additionally, Odds ratios (OR) and their 95% confidence
intervals (CI), adjusted by age and sex were calculated using binary logistic regression analysis.
A value of p < 0.05 was considered significant. The study of the diversity of fungal species

present in clinical specimens was performed by calculating the Simpson diversity index.?2%3

Results

Characteristics of the 190 patients are shown in table 1. There were significant differences (p <
0.01) in the distribution according to the gender between groups. Women predominated in
group 0 and men in group I. Regarding to the age, group | was significantly older (p < 0.01)
than the group 0. Oral Candida colonization was observed in half of the patients, being isolated
in oral rinses from 92 out of 190 patients (48.4%). However, this colonization varied

significantly between group 0 and | (31% and 56.1% respectively. p < 0.001) (Table 2).

In the Candida colonization group, a predominance of men was observed (p = 0.02) and the
DMF index was significantly higher (p < 0.001) than in the colonization group. The risk of

caries was greater when there was an oral colonization by yeasts (Odds ratio 3.1, 95% CI 1.53-
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5.48) (Table 2). CFUs were significantly higher in oral rinses from group | (average of 962

CFU/mI) with respect to the controls (average 331 CFU/mI, p = 0.011) (Data not shown).

Seven different fungal species were isolated from 18 persons in the group 0 and 16 species from
86 patients of the group I. Candida albicans was the predominant species in both groups.
Moreover, in group | other four species were frequently isolated: Candida parapsilosis,

Candida glabrata, Candida dubliniensis and Candida krusei (Tables 3 and 4).

Candida albicans was isolated in oral rinses from 54 patients (28.4%) as pure culture and in 10
patients (5%) in a mixed culture with other fungal species. Candida albicans was present in the
oral specimens from 13 patients of group 0 (22.4%) and 51 of the group | (38.8%). In addition,
11 non-Candida albicans species were isolated in pure culture from oral rinses of 23 patients
(12.1%). The most frequent species were Candida parapsilosis (from 7 patients -3.7%-, 6 from
group I and 1 from group 0), Candida dubliniensis (from 6 patients -3.2%-, 5 from group | and
1 from group 0) and Candida guilliermondii (from 3 patients -1.6%-, 1 from group I and 2 from
group 0). Other yeasts species, such as Candida colliculosa, Candida glabrata, Candida
inconspicua-Candida norvegensis, Candida krusei, Candida lipolytica, Candida quercitrusa,
Candida rugosa and Candida tropicalis were isolated from oral specimens of 12 patients.
Patients included in group | were significantly more colonized by non-Candida albicans species
than patients in the group 0 (p = 0.006) (Table 3). When the Simpson diversity index was
calculated and the most predominant species determined on the basis of the number of CFU/m,
species diversity was higher in patients from group | (0.491) than from control group (0.234).
Patients with greater DMF index showed a greater fungal diversity in their oral cavity (Tables 4

and 5).

Discussion

The etiology of caries appears to be multifaceted remaining a source of controversy, primarily
associated with the limited knowledge of the complexity of oral microbiota and their

interactions with dental microniches. Caries seems to be the result from an imbalance between
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the metabolic activities of the microbial plague. Streptococcus mutans, Aggregatibacter,
Lactobacillus or Prevotella have been linked to the development of dental caries but their role
in dental plague and caries production is not completely clarified. Under severe and prolonged
acidic conditions these bacteria become predominant but also aciduric non-Streptococcus
mutans streptococci, Actinomyces, bifidobacteria and Candida are present.2®24 Differences in
populations of patients studied and the circumstances that can alter the composition of the

microbiota have failed to address these concerns.

The current study is the first to evaluate the relationship between Candida and presence of
caries in adults in our country. Although the selection of patients was conducted rigorously
randomized and sampling was standardized, age and sex differences between both groups of
patients were evident since caries is very common and inevitably accumulates over the years.
Then, patients included in the control group were not completely free from decay or fillings

since it is very difficult to find adults without decay in our midst.

Candida has been isolated from the primary supragingival dental plaque along with other
cariogenic microorganisms, such as Streptococcus mutans, Actinomyces and Lactobacillus.®
Presence of oral Candida colonization in people with caries, especially of children, adolescents
and young adults has been widely described, and Candida albicans has been isolated from
lesions of caries.®* In addition, some studies in rats have shown that Candida can cause caries
on the occlusal surface of teeth.?® In the present study, Candida was isolated from the oral
cavity of almost half of the people, in similar proportion (30 to 60%) than on other studies using
a similar methodology.'®4#2 However, there was not a higher oral colonization related to the
age of the patients, as reported by Kleinegger et al.?’ Those patients with more caries lesions
presented a significantly greater Candida burden and a higher diversity of fungal species than
the control group. This fact is in concordance with the reported by Raja et al.}* and Moreira et
al.?® that cultures from patients showing more than 400 CFU/ml of Candida albicans were
related to a greater cariogenic activity. In the current study, average CFU/ml was 962 in oral

cultures from patients with caries and related to a higher DMF index, similarly as reported by
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Moalic et al.1® However, in the current study, 18 of 42 patients with DMF >15 had less than 400
CFU/ml in their cultures and, conversely, 15 patients without Candida colonization suffered

from a significant number of caries lesions.

Candida albicans was the predominant fungal species and it was isolated from 33.4% of oral
rinses in comparison with 19.6% colonized by other yeasts. These findings are very similar to
those described previously.'®* This oral predominance of Candida albicans is related to its high
pathogenic potential which includes several adhesins, its ability to switch the morphology from
yeast to mycelium, or to develop recalcitrant biofilms, alone or in combination with other
microorganisms.?®2°3! Candida albicans has a great capacity to colonize collagen, enamel,
dentin, dental cement and hydroxyapatite, and adhere to proteins adsorbed to the tooth enamel
and to some species of Streptococcus and Staphylococcus.®34 Furthermore, Candida albicans
can produce lipases, proteases and hemolysins favoring the development and maintenance of the
lesions in the oral tissues.® This enzymatic action can be lytical for collagen and also damage
hydroxyapatite, especially in the dental roots, promoting the production of root caries, more
common in adults.®* Moreover, Candida albicans can produce acid in concentrations and at
similar speeds to the Lactobacillus in the presence of glucose and dissolve the hydroxyapatite as

extensively as Streptococcus mutans.>’

Dental plaque is a complex structure composed by different microorganisms. O'Sullivan et al.®?
found a strong cell adhesion between Candida albicans and Streptococcus gordonii but not with
Streptococcus oralis. This inter-kingdoms coaggregation has also been described for Candida
albicans and Streptococcus mutans.>*'*¢3" The association between Streptococcus mutans and
Candida albicans could cause the enhancement of plaque biofilm virulence. Candida albicans
increases the production of exopolisaccharides, such as 1,3-pB-glucans and the cospecies biofilm
grows in biomass and harbors more Streptococcus mutans microcolonies. Candida mannans and
glucans provide sites for streptococcal glucosyltransferases binding and to produce more
exopolisaccharides.?® Union between Streptococcus mutans and Candida albicans could also be

established through protein Als3p located in the hyphae of Candida albicans.®® This protein
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Als3p, with great antigenic capacity, is the basis of a vaccine anti-Candida albicans which is in
phase | clinical trials after having proven its utility in animal models of oral and vaginal
candidiasis.*® Candida albicans could develop a role as an interkingdoms bridge that would
associate different bacterial microcolonies within dental plague giving protection to these
bacteria from the saliva drag force.31%° This coaggregation also exerts a protective role from the
action of antibiotics, antimicrobial molecules present in toothpastes and the immune system.
Falsetta et al.® also reported than rats orally coinfected with Streptococcus mutans and Candida
albicans displayed higher degrees of infection and microbial burden in oral plaques than rats
infected with either species separately. This synergistic microbial association leaded to an

aggressive onset of caries.

Other species isolated from one larger number of patients in the current study were Candida
parapsilosis, Candida dubliniensis and Candida guilliermondii. In other studies in children,
adolescents and young adults, species such as Candida tropicalis and Candida krusei
predominated, but Candida dubliniensis was not isolated from the oral cavity of these
patients.’%2 Urzla et al.% reported a higher presence of Candida glabrata and they also isolated
Candida dubliniensis from oral specimens. Candida dubliniensis is very close phylogenetically
to Candida albicans with an important capacity to develop resistance to antifungal drugs,
especially to fluconazole and other azoles.***? Candida dubliniensis is well adapted the oral
niche for its potential ability to adhere to buccal cells and abiotic surfaces, such as dentures, and
developing biofilms in them.*® In addition, this species produces extracellular enzymes, such as
proteases and phospholipases, which facilitate the colonization of oral tissues.®® These factors
provide advantages to survive in the oral cavity in patients who have been treated with

antifungal drugs.*>4

In the case of Candida parapsilosis, its high capacity of adhesion to dentures, prostheses and
catheters make this emergent species an important and frequent pathogenic nosocomial cause of
invasive candidiasis.® Interestingly, the sensitivity of Candida parapsilosis to the new

antifungal drugs, called echinocandins, is lower than that of other species.-8
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The use of a chromogenic agar for oral cultures, in which the color and the texture of the
colonies of different Candida species can be easily differentiated, makes it useful to check the
great diversity of species present in the oral cavity.'®?° These chromogenic media can be simple
tools for the study of the oral fungal ecology. In the current study, the use of these media proved
that there is an association between the frequency, quantity and the variety of species of

Candida with carious lesions in adults, a fact already observed in children.!?

In the current study, there was observed a similar association between Candida albicans and
dental caries in adults as has been previously described for children, adolescents and young
people.”%1%4¢ Candida albicans with its great potential pathogenicity by means of adherence to
dental surfaces, biofilm development and a powerful enzymatic potential, could be a crucial
partner in the ecological imbalance within dental plaque that leads to an acidic environment
suitable for the development of caries in adults. Although further studies should be necessary,
the present findings suggest that a topical antifungal preventive therapy could be helpful for

avoiding the progression of carious lesions in adults.
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Table 1. Demographic characteristics of patients.

Group 0 (n=58)

Group | (n=132)

Total (n=190)

Age (years) 34.8+11.8 (18-68) 47.6 £13.5 (20-81) 43.7 £14.5(18-81)
Female n (%) 38 (65.5%) 57 (43.2%) 95 (50%)
Male n (%) 20 (34.5%) 75 (56.8%) 95 (50%)
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Table 2. Yeast colonization of patients according to age, sex and DMF.

Group 0 Group | Total OR (95%
Cl)
n (%) Age Males | Females | n (%) Age Males | Females | n (%) Age DMF | Males | Females
(years) (years) (years) | Index
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Candida 18 36+14 | 9(50) 9 (50) 74 46.4 + 45 29 (39.2) 92 444+ | 112+ 54 38 (41.3) | 3.1(1.53-
colonization (31) (56.1) 13.3 (60.8) (48.4) 14.2 6.1 (58.7) 5.48)
No 40 343+ 11 29 (72.5) 58 49.2 + 30 28 (48.3) 98 431+ | 79+ 41 57 (58.2) 1
colonization (69) 12.4 (27.5) (43.9) 13.3 (51.7) (51.6) 14.8 5.6 (41.7)

Group 0 (DMF < 6) & group I (DMF > 6)
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Table 3. Yeasts recovered from patients.

Species Group 0 Group | Total
(n 58) (n 132) (n 190)
No growth 40 (69%) 58 (43.9%) 98 (51.6%)
Candida albicans 12 (20.7%) 42 (31.8%) 54 (28.4%)
Candida albicans + other 1(1.7%) 8 (6.2%) 9 (4.5%)
Candida*
Candida albicans + other fungal - 1 (0.8%) 1 (0.5%)
species
Candida parapsilosis 1(1.7%) 5 (3.8%) 6 (3.2%)
Candida parapsilosis+ other _ 1 (0.8%) 1 (0.5%)
Candida
Candida guilliermondii 2 (3.4%) 1 (0.8%) 3 (1.5%)
Candida dubliniensis 1 (1.7%) 5 (3.8%) 6 (3.2%)
Other species of Candida** _ 7 (5.4%) 7 (3.6%)
Other fungi*** 1(1.7%) 4 (3%) 5 (2.6%)
Mixed cultures (%) 2 (3.4%) 9 (7%) 11 (5.5%)

Group 0 (DMF < 6) & group I (DMF > 6)

*Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida lipolytica, Candida colicullosa,

Candida glabrata and Candida krusei

**Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida rugosa, Candida quercitrusa,

Candida lipolytica, Candida krusei and Candida inconspicua-Candida norvegensis

***Debaryomyces hansenii, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae,

Aureobasidium pullulans and Cryptococcus albidus

107




Table 4. Total CFU/mI (%) recovered of yeasts from patients.

Species Total CFU/ml (%)
Group 0 Group | Total
(n 18) (n 86) (n 104)
Candida albicans 5180 (87) 46490 (68) 51670 (71.4)
Candida parapsilosis 30 (0.5) 6260 (9.4) 6290 (8.7)
Candida tropicalis _ 700 (1) 700 (1)
Candida glabrata _ 2770 (4.2) 2770 (3.8)
Candida rugosa _ 10 (0.015) 10 (0.01)
Candida quercitrusa _ 10 (0.015) 10 (0.01)
Candida guilliermondii 250 (4) 70 (0.1) 320 (0.4)
Candida lipolytica 70 (1.2) 420 (0.63) 490 (0.7)
Candida dubliniensis 60 (1) 2790 (4.2) 2850 (3.9)
Candida inconspicua-
_ _ 50 (0.08) 50 (0.07)
norvegensis
Candida krusei _ 5550 (8.4) 5550 (7.7)
Candida collicullosa _ 70 (0.1) 70 (0.1)
Debaryomyces
y _ 390 (0.6) 390 (0.5)
hansenii
Rhodotorula
o _ 600 (0.9) 600 (0.8)
mucilaginosa
Saccharomyces
o _ 40 (0.1) 40 (0.05)
cerevisiae
Aureobasidium
320 (5.4) _ 320 (0.4)
pullulans
Cryptococcus albidus 40 (0.7) 250 (0.4) 290 (0.4)
Total CFU 5950 (100) 66470 (100) 72420 (100)

Group 0 (DMF < 6) & group I (DMF > 6)

108




Table 5. Fungal diversity in oral specimens from patients.

Group 0 Group |
CFU/mI (mean = SD) 330,6 + 660,693 962,1 + 1691,13 UFC/ml
No. of species (diversity 7 (0.234) 16 (0.491)
index*)

Group 0 (DMF < 6) & group I (DMF > 6)

sni(ni—1)

L N-D) where S corresponds to species, n; to de | species

*Simpson’s diversity index: =1 — ),

frequency and N is the total number of isolates.
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-ESTUDIO 2-

Colonizacién oral por Candida en pacientes con enfermedad

periodontal cronica en el Pais Vasco.

(Journal of Periodontal Research.2016: enviado)
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En las muestras del estudio de los pacientes del grupo control y de los pacientes con
enfermedad periodontal cronica se aislé6 Candida en 77 de las 155 muestras (49,5%)
obtenidas por enjuague bucal y en 56 de los 155 pacientes (36%) de los que se
obtuvieron muestras de la bolsa periodontal (p<0.01) (Tabla 1 del manuscrito). El
aislamiento de Candida y otras levaduras fue similar en los tres grupos estudiados,
aunque la colonizacion fue relativamente mayor en los pacientes con enfermedad

periodontal grave (p = 0,065) (Tabla 1 del manuscrito).

La media de UFC de Candida en los enjuagues fue significativamente mayor que la
obtenida en las bolsas periodontales (p<0,01) (Tabla 2). La media de UFC de Candida
en el grupo con enfermedad periodontal grave fue mayor, aunque no estadisticamente
significativa, que la de los otros dos grupos de pacientes estudiados (p=0,3) (Tabla 2 del
manuscrito).

Candida albicans se aisld en los OR tanto en cultivo puro como en cultivo mixto junto
con Candida parapsilosis, Candida lipolytica, Candida glabrata, Candida krusei,
Candida tropicalis o Candida colicullosa. Ademas, fueron aisladas en cultivo puro de
los enjuagues otras 9 especies de Candida, siendo las mas frecuentes Candida
parapsilosis y Candida dubliniensis. También se aislaron otros géneros fungicos
(Tablas 3 y 4 del manuscrito).

En las bolsas periodontales se aislé Candida albicans en 38 de los 56 pacientes (67,8%)
con colonizacidn en las bolsas, encontrandose en cultivo mixto en 5 de los 56 pacientes
(8,9%) (Tabla 3 del manuscrito). Las especies aisladas junto a Candida albicans fueron
Candida parapsilosis, Candida lipolytica, Candida glabrata, Candida famata y
Candida tropicalis. Ademas, se aislaron de las bolsas periodontales en cultivo puro siete
especies de Candida diferentes a C. albicans y seis especies de otros hongos (Tablas 3 y

4 del manuscrito).
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El indice de biodiversidad de Simpson fue de 0,53 para el grupo control, 0,55 para el
grupo con enfermedad periodontal leve-moderada y 0,17 para el grupo con enfermedad
periodontal grave en las muestras de los enjuagues y de 0,72 en el grupo control, 0,33
en el grupo con enfermedad periodontal leve-moderada y 0,094 en el grupo con

enfermedad periodontal grave en las muestras de la bolsa periodontal.
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ABSTRACT

Background

To analyze the oral Candida carriage in patients from the Basque Country suffering from

chronic periodontitis (CP) and its correlation with the severity of this condition.
Methods

Microbiological samples were taken from 155 patients using the oral rinse (OR) technique and
by using paper points in the periodontal pockets (GPP). These patients were divided into 3
groups: 89 patients without CP (control), 47 with moderate and 19 with severe CP. Samples
were cultured in a Candida chromogenic agar for Candida. Species were identified by

microbiological and molecular methods.
Results

Candida was isolated in the ORs of 45 (50.6%), 21 (44.7%) and 11 (57.9%) patients and in the
GPPs of 32 (36%), 14 (29.2%) and 10 (42.6%) patients from the control, moderate CP and
severe CP groups, respectively. Candida was isolated more frequently and in a heavier burden
in ORs than in GPPs (p<0.01). Candida albicans was the most prevalent species. GPPs of

patients with CP presented a poor fungal biodiversity (p<0.01).
Conclusions

The presence of Candida in the GPP is not correlated with the CP or its severity. Nonetheless,

patients with severe CP have a higher rate of Candida colonization, especially by C. albicans.
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INTRODUCTION

Chronic periodontitis (CP) is a frequent inflammatory process of the periodontal connective
tissue associated with an insertion loss of the periodontal ligament and the reabsorption of the
alveolar bone 1. CP is diagnosed clinically by assessing the clinical attachment loss (CAL) and
the presence of periodontal pockets 2. CP can lead to tooth loss and is a risk factor for the
development of systemic diseases 3. CP may be localized or generalized and is more common in

adults *. In Spain, severe CP is present in 31.5% of the people over 65 years of age °.

Although some key periodontopathogens have been identified, CP occurs due to a complex
interaction between the subgingival microbiota (aerobic and anaerobic bacteria and yeasts), the

host susceptibility and environmental factors 7.

Candida can colonize and infect the oral cavity & especially in patients with facilitating local
and systemic factors 7**! such as the presence of periodontal pockets in CP, oral niches that

favour Candida colonization and multiplication 7°.

Sardi et al. ! suggest the potential implication of Candida in the inflammatory and destructive
process in the CP. Oral Candida albicans has been isolated in 5 to 47% of the patients with CP,

although its exact role in this disease is yet unknown 7101217,

Considering that in Spain, studies on the possible participation and association of Candida with
the CP are lacking, the main objective of this study has been to analyze the oral Candida
carriage in adult patients with CP in our environment and its correlation with the severity of this

important oral disease.
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MATERIAL AND METHODS

Patients

A case-control study was performed on 155 consecutive patients that attended a check-up or
review appointment at the Dental Clinic Service of the University of the Basque Country. The
study was approved by the Ethics Committee of the UPV/EHU (CEISH/23/2010). Study sample
consisted of 70 females (45.2%) and 85 males (54.8%) with a mean age of 48.2 years (age range

between 30 and 81 years).

A minimum age of 30 years was required to be included in the study; while those patients
undergoing treatment with antimicrobial agents, immunosuppressant drugs or chemotherapy
during the previous month were excluded, as well as patients with loss of more than 10 teeth or
presenting oral candidiasis or other oral soft tissue conditions, suffering from a chronic
uncontrolled disease (diabetes, hypothyroidism, etc.) or, in the case of the female patients, being
pregnant. A medical history and a complete periodontal examination with a graded periodontal

probe (PCP-UNC 15 Hu Friedy Mfg. Co., Frankfurt, Germany) were performed in all cases.

Patients were classified according to the diagnosis and severity of CP based on the clinical
periodontal index for treatment needs (CPITN index) proposed by the World Health

Organization and the CAL index of the American Academy of Periodontology *#18,
Based on these indexes, the patients were classified in the following three groups:

A) Control group (CG) with 89 patients without CP, 43 females (48.3%) and 46 males (51.7%),

a mean age of 43.9 years (range 30-78), and with a CPITN <3 and a CAL < 1.

B) Moderate CP group (MCP) with 47 patients, 20 females (42.6%) and 27 males (57.4%), a

mean age of 53.5 years (range 30-81), and a CPITN = 3 and/or a CAL between 2 and 5.

C) Severe CP group (SCP) with 19 patients, 7 females (36.8%) and 12 males (63.2%), with a

mean age of 55 years (range 33-77), and a CPITN of 4 and/or a CAL > 5.
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Clinical specimens

Two oral samples were gathered for the microbiological study, a general sample of the oral
cavity obtained through a thorough oral rinse (OR) with 25 ml of distilled water for 1 minute
and placed in 50 ml polystyrene tubes 4192 and a periodontal pocket sample (gingival paper
point: GPP) obtained with a sterile paper point introduced in the gingival sulcus for 10 seconds,
after previously securing relative isolation and drying the tooth. The GPP was then deposited in
a tube containing 2.5 ml of sterile distilled water %141 (Figure 1A). GPPs were taken from the

following teeth: 3, 19 and 25 2L,
Culture, isolation and identification of Candida

After centrifugation at 4000 rpm for 10 minutes, 100 pl of the sediment of the OR or 50 pl of
the GPPs were cultured on ChromID Candida chromogenic agar plates (BioMérieux, Marcy
L’Etoile, France) and incubated at 36 + 1 °C. The growth after 24, 48 and 72 hours was
recorded by counting the number of colony forming units (CFUs) and by studying the
morphological characteristics of the colonies (colour, shape and texture) in order to give a
presumptive identification of the species of Candida present 2°222% (Figure 1B). Negative

growth was considered after 10 days of incubation when the cultures were discarded.

The yeasts were identified with the APl ID 32C (BioMérieux) that performs the analysis by
doing biochemical and physiological tests. The final differentiation between C. albicans and
Candida dubliniensis, observed in ChromID Candida agar as blue colonies, was performed
through a conventional multi-detection PCR by amplifying the hwpl gene that differentiates C.

albicans, C. dubliniensis and Candida africana?®2*25.
Statistical analysis

The data were analyzed with statistic software (SPSS 15.0 for Windows, SPSS Inc., Chicago,
USA). For the continuous variables, the normal distribution was measured with the
Kolmogorov-Smirnov test. The mean differences were analyzed with the student t-test and the

ANOVA test for parametric samples, and the U Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests for
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non-parametric samples. The categorical variables were compared using the Fisher’s exact test
and the correlation between continuous variables was performed with the Pearson correlation
test (parametric) or Spearman test (non-parametric). Significance was considered when p <

0.05. The biodiversity of the yeast species in the samples was calculated with the Simpson’s

5
1— Zﬂf{ﬂf - 1]
diversity index [I= T VOV =1z
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RESULTS

Gender distribution showed no differences among the studied groups of patients; however,

differences were observed in relation to the mean age, lower in the control group (p<0.01).

Candida was isolated in half of the samples obtained by OR and in one-third of those obtained
by GPP (p<0.01) (Table 1). This was similar among the three groups of study, although slightly

higher in patients from the SCP group (p = 0.065) (Table 1).

The mean CFUs obtained with the ORs was significantly higher than with the GPPs (p<0.01)
(Table 2). The SCP group had a higher mean of Candida CFUs, although statistically non-

significant, than the other two groups of study (p=0.3) (Table 2).

C. albicans was isolated both in pure culture and in mixed cultures from the ORs with Candida
parapsilosis, Candida lipolytica, Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis and
Candida colicullosa. Furthermore, other 9 Candida species were isolated in pure cultures in the
ORs, the most significant being C. parapsilosis and C. dubliniensis. Other fungal genera were

also isolated but in a lower frequency (Tables 3 and 4).

C. albicans was isolated from GPPs in 67.8% of the patients, 8.9% of which were mixed
cultures (Table 3). The species isolated with C. albicans were C. parapsilosis, C. lipolytica, C.
glabrata, Candida famata and C. tropicalis. Also, 7 non-C. albicans and 6 other fungal species

were isolated from the GPPs (Tables 3 and 4).

The Simpson’s biodiversity index scored 0.53 for CG, 0.55 for MCP and 0.17 for SCP in OR

samples and 0.72 for CG, 0.33 for MCP and 0.094 for SCP in GPP samples (p<0.01).

DISCUSSION

The relationship between Candida colonization and CP is controversial, although a high burden
of yeasts in the periodontal pockets is considered to worsen the disease 228, Furthermore, our
study fails to distinguish, based on oral Candida colonization, between patients with and

without CP, although CP patients showed a higher colonization. Colonization was observed in
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more than half of our patients with deep pockets (SCP), compared to the 26.4% of the patients
reported by Barros et al. °. In addition, only the periodontal pockets were colonized in several
patients, justifying taking general (OR) and specific (GPP) oral samples to assess the
implication of Candida in CP 42, According to other studies ®**, Candida was more frequently
isolated in ORs than in GPPs, differing from the observations of McManus et al. 2. Moreover,
the entire sample of our patients showed a higher colonization than Urzua et al 4, with higher
percentages of colonization in the SCP group although the differences were no significant, in
contrast with the study of Mc Manus et al. 28. This might correlate with the different populations
of study, where control patients may show a lower colonization by Candida. Furthermore, the
group distribution and the methodology are different, resulting in a complex comparative
analysis. In the same line, we observed high percentages of colonization of the periodontal
pockets, especially in the SCP group. Other studies ®62° have shown very variable percentages

(3-47%) of colonization of the periodontal pockets in patients with SCP.

We were unable to confirm the statistically significant relation between the colonization of
Candida and the severity of CP, described by Canabarro et al.X®, or its use as a predictor of the
severity of CP. Nonetheless, based on the number of CFUs, the severity of CP correlated with a
heavier fungal burden and, as described by Urzua et al. **, the number of CFUs/ml in samples of
patients with SCP was higher. However, the number of CFUs in the periodontal pockets was
lower than in the ORs, in contrast with the results described by Barros et al. ° and Mc Manus et

al. %,

In our study, 19 different fungal species were isolated, with a lower biodiversity in SCP group,
in agreement with Urzua et al. ', but disagreeing with Canabarro et al. 1® that observed a higher
variety of species in deep periodontal pockets. Nonetheless, other studies, such as Krom et al.
and Cho et al. 5% describe a decrease in the microbial diversity in the established disease. This
lower diversity of fungal species in SCP might be due to selection and persistence of better
adapted species to the oral niche such as C. albicans, a species that was isolated particularly in

patients with CP, showing similar results to other studies ®?. The non-C. albicans species of
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Candida most frequently isolated were C. parapsilosis and C. dubliniensis, corresponding to

what has been described in other similar studies 42,

Jewtuchowicz et al.?2 and McManus et al. 2 described C. dubliniensis in patients with CP.

However, in our study, C. dubliniensis was more frequent in the CG than in CP group.

The presence of C. parapsilosis in the periodontal pockets of our patients with CP differs from a
study performed in Argentina by Jewtuchowicz et al ?. We consider that these differences
might be related to geographical differences, as the different aetiology of some fungal infections
have been recognized according to the geographic location and the infectious niche 332,
Furthermore, we consider of importance to emphasize on the isolation of C. glabrata and C.
krusei in these patients as they are acknowledged emergent oral pathogens resistant to

fluconazole and other antifungal drugs 8.

Without a doubt, C. albicans is the species with the highest pathogenic potential due to its
different properties and virulence factors that allow them to remain in periodontal pockets and
to resist its elimination through hygiene 3%, Several authors 1’ have observed hyphae on the
border of the sulcular epithelium and in the subepithelial connective tissue which favour the
adhesion and the tissue invasion, as well as the coaggregation with other microbial species and
the progression of the CP. This coaggregation with some bacteria may act as a barrier and
hinder the access of the antimicrobial molecules or even the immunoglobulins present in the
oral cavity and might reduce or block the therapeutic action of the antibiotics 3. The ability of
C. albicans to grow in aerobic and anaerobic environments enables its adaptation to the

microenvironment of the periodontal pocket and the crevicular fluid 7111838,

The ability of C. albicans to coaggregate with bacteria forming mixed biofilms and enhancing
adhesion 1353 as occurs in supra and subgingival dental plaque 8 stands out among the
characteristics that make C. albicans an active participant of the inflammatory and destructive
process of chronic periodontal disease 8. Symbiosis, antagonism and commensalism among the
different microorganisms of the dental plaque are phenomena observed in CP %41 particularly
between Candida and some anaerobic bacteria (Porphyromonas gingivalis, Prevotella
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intermedia and Aggregatibacter actinomycetemcomitans), crucial in the evolution of this disease

17

Candida has the ability of adapting to different niches of the oral cavity by expressing different
phenotypes and virulence factors in relation to the pH, presence of oxygen, of polysaccharides,
etc. 1118 Candida segregates different proteinases that release toxic or antigenic agents that can
perpetuate tissue inflammation and activate the immunologic response %1142 similar to what
happens with certain proteases of Porphyromonas gingivalis considered crucial in the
pathogenesis of CP 7. Candida is also capable of segregating phospholipases that facilitate its

adhesion to tissues and degrade cellular membranes enabling cytolysis 1118,

Scaling and root planning, together with a correct plaque control with good oral hygiene, is the
standard treatment for CP “%. Nonetheless, some patients do not respond to this conventional
treatment and must take more aggressive therapies, such as broad spectrum antibiotics, that can
potentiate a superinfection by Candida, thus worsening the CP “2. This situation may be
aggravated if there is a previous oral colonization of Candida. This circumstance may be an
important reason to assess oral Candida in patients diagnosed with CP, especially in those
severe and/or recalcitrant-to-standard treatment cases, in order to include antifungal drugs in
their therapeutic protocol of CP in those cases where there is an active growth “2. Nowadays,
there are several contributing therapies for CP such as laser and photodynamic application or
toothpastes containing antifungal drugs that may eliminate Candida “**% or probiotic therapies

that prevent fungal overgrowth 4.

Future research directions

According to our results we consider that the investigation should continue to expand the
sample of de SCP group in order to collect a statistically potential number of patients, and as
possible to follow their treatment. It can also be interesting to try antifungal therapy in those

patients with important Candida growth. The standardization of the sampling methods and the

124



criteria for establishing the groups in this type of studies is interesting so that the comparison

between different experiments could be easier.

Conclusions

Half of our patients with CP were colonized by Candida, being more frequent and more
numerous in the general oral colonization than in the periodontal pockets. Although we were
unable to determine a direct relation between the presence of Candida and the severity of CP,
our results indicate that the patients with severe disease show colonization by Candida more
frequently and in a higher quantity. C. albicans is the most common species in these patients
and is recognized as the most pathogenic, showing some properties and virulence factors that
make it the candidate to play a role in pathogenesis, progression and maintenance of CP lesions.
The frequent fungal colonization of the periodontal pockets justifies the need to consider it in

the therapeutic protocol of these patients.
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Figure 1A. Oral microbiological sampling of the periodontal pocket of a lower incisor using a
sterile paper point.
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Table 1. Positive Candida colonization according to the groups and the sampling method.

GROUP
CONTROL (89) MCP (47) SCP (19) TOTAL (155)
Sampling
method n (%) n (%) n (%) n (%)
OR 45 (50.6) 21 (44.7) 11 (57.9) 77 (49.6)
GPP 32 (36) 14 (29.2) 10 (42.6) 56 (36)
OR + GPP 30 (33.7) 12 (25) 10 (52.36) 52 (33.3)

*MCP= moderate chronic periodontitis, SCP= severe chronic periodontitis, OR= oral rinse,

GPP= gingival paper point
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Table 2. Mean CFUs/ml for each group of study and sampling method.

GROUP

CONTROL(n=89)  MCP (n=47) SCP (n=19)

TOTAL (n=155)

Sampling mean CFUs/ml + mean CFUs/ml + mean CFUs/ml £ mean CFUs/ml +
method

SD SD SD SD
OR 416.5 +1205.3 282.9 + 892 886.8+177.1 432.7+1209.5
GPP 148.5 +£552.9 124 +390.2 371.44829.7 166.8+551.25

MCP= moderate chronic periodontitis, SCP= severe chronic periodontitis, OR= oral rinse,

GPP= gingival paper point.

135



Table 3. Fungal species according to group of patients and sampling method.

GROUP
CONTROL MCP SCP

Species OR GPP OR GPP OR GPP

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

C. albicans 33(733) 22(68.7) 16(76.2) 10(71.4) 8(727)  6(60)
Non-C. albicans . 12(26.6) 9(28.1) 6(28.6) 4(286) 3(27.3)  3(30)
Other yeasts? 4 (8) 2 (6.2) 1(4.7) _ 1(9 2 (20)
Mixed colonization® 7 (15) 4 (12.5) 2 (9.5) _ 2 (18.2) 1(10)

MCP= moderate chronic periodontitis, SCP= severe chronic periodontitis, OR= oral rinse,
GPP= gingival paper point.

1. C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. rugosa, C.
quercitrusa, C. lipolytica, and C. krusei.

2. Debariomyces hansemii, Filobasidium unigutulatum, Rhodotorula mucilaginosa, Cryptococcus
albidus, Aureobasidium pullulans and Zygosaccaromyces spp.

3. C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. famata, C. tropicalis, C. lipolytica, C.
colicullosa, Saccharomyces cerevisiae and Rhodotorula.
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Table 4. Number of CFUs/ml isolated according to species, group of patients and sampling

method.
GROUP
Control MCP
Species
OR* GPP* OR* GPP* OR* GPP*
CFUs/ml (%) CFUs/ml (%) CFUs/ml (%) CFUs/ml (%) CFUs/ml (%) CFUs/ml (%)
C. albicans 24430 (66) 18080 (46.5) 7740 (55.8) 13060 (79.7) 15050 (91) 18040 (95.15)
C. parapsilosis 470 (1.3) 6200 (16) 5500 (39.6) 3060 (18.7) 280 (1.7) 20(0.1)
C. krusei 5550 (15) 5040 (13) 3 3 B B
C. glabrata 2750 (7.4) 2800 (7.2) 20 (0.14) 20 (0.12) _ _

C. dubliniensis 2640 (7.1) 1540 (4) 10 (0.07) 20 (0.12) 80 (0.5) 100 (0.53)
C. tropicalis _ _ 450 (3.2) 220 (1.3) 250 (1.5) 180 (0.9)
C. lipolytica 170 (0.46) 20 (0.05) 70 (0.5) _ 250 (1.5) 240 (1.3)

C. guilliermondii 70(0.2) 20 (0.05) _ _ _
C. collicullosa _ _ 70 (0.5) _ _ _
C. rugosa _ _ 10 (0.07) _ _ _
C. quercitrusa _ _ 10 (0.07) _ _ _
Otherst 990 (2.67) 180 (0.46) _ _ 640 (3.86) 380 (2)

*MCP= moderate chronic periodontitis, SCP= severe chronic periodontitis, OR= oral rinse,
GPP= gingival paper point.

1. Debariomyces hansemii, Rhodotorula mucilaginosa, Zygosaccaromyces spp., Saccharomyces
cerevisiae, Filobasidium unigutulatum, Aureobasidium pullulans and Cryptococcus albidus.
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-ESTUDIO 3-

Actividad in vitro de farmacos antifingicos contra aislamientos orales
de Candida de pacientes con caries y/o enfermedad periodontal
croénica.

(Mycopathologia 2016: enviado)
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Se estudio la sensibilidad in vitro a los farmacos antifdngicos polienos AMB y NYS
(Sigma-Aldrich, EEUU) y a los azoles FLZ, ITZ y MCZ (Sigma-Aldrich, EEUU), PSZ
(Merck & Co., EEUU) y VRZ (Pfizer SLU, Inglaterra) de 126 aislamientos procedentes
de 61 pacientes, 24 mujeres (39,3%, media edad 47,25 afios 19-66) y 37 hombres
(60,7%, media edad 48, 20-77) que incluian 75 Candida albicans, 18 Candida
parapsilosis, 11 Candida dubliniensis, 6 Candida guilliermondii, 5 Candida lipolytica,

5 Candida glabrata, 4 Candida tropicalis y dos aislamientos de Candida krusei.

La mayoria de los farmacos resultaron ser muy efectivos contra los aislamientos orales
de Candida con una tasa de resistencia inferior al 5%. Los datos de la sensibilidad in
vitro y de los porcentajes de resistencia se muestran de forma més detallada en las tablas

1-4 del manuscrito 3.

El MCZ resultdé ser el farmaco antifungico mas efectivo, ya que 124 de los 126
aislamientos estudiados fueron sensibles o considerados salvajes en su comportamiento
de sensibilidad a este farmaco. ElI FLZ también fue muy efectivo, con sélo 4
aislamientos resistentes (3,2%). Dos de los 75 aislamientos de Candida albicans (2,7%)
fueron resistentes al FLZ y los dos aislamientos de Candida krusei, especie a la que se

considera intrinsecamente resistente.

Dos aislamientos de Candida albicans y uno de los 5 de Candida glabrata estudiados se
categorizaron como no salvajes para la AMB segin los puntos de corte
epidemioldgicos, lo que indica una posible presencia de mecanismos de resistencia a

este farmaco poliénico en estos aislamientos.

De los 126 aislamientos procesados, 122 (96,8%) fueron sensibles tanto a ITZ como a
PSZ, aunque los cuatro (3,2%) aislamientos de Candida albicans fueron clasificados

como sensibles dependientes de la dosis para ITZ. Cuatro aislamientos fueron
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clasificados como no salvajes para PSZ: dos Candida albicans (2,7%) y dos Candida
tropicalis (50%). Tres aislamientos de Candida albicans (2,4%) fueron categorizados
como no salvajes para el VRZ, pero no se clasificaron como resistentes segun los puntos
de corte clinico establecidos para este farmaco. La NY'S fue el farmaco antifungico con
peor actividad in vitro en el estudio ya que 36 de los 126 aislamientos clinicos
analizados (28,6%) se categorizaron como no salvajes segin los puntos de corte
epidemioldgicos. Estas cepas incluyeron 18 Candida albicans (8%), 4 Candida
parapsilosis (22,2%), 4 Candida tropicalis (100%), 3 Candida glabrata (60%), 2
Candida dubliniensis (18,2%), 2 Candida lipolytica (40%), y una Candida

guilliermondii (16,7%).

Hubo varios aislamientos que mostraron resistencias cruzadas o una combinacion de
resistencias y cepas no salvajes para diversos farmacos antifangicos. Uno de los
aislamientos de Candida albicans fue resistente al FLZ y no salvaje para la NYS,
mientras que otro fue no salvaje para NYS y VRZ y ademas sensible dosis dependiente
para el ITZ. Dos de los aislamientos considerados no salvajes para FLZ mostraron
también una menor sensibilidad a otro farmaco antifungico (NYS, ITZ o PSZ).
Finalmente, una cepa de Candida glabrata resulto ser resistente para AMB y no salvaje
para NYS mientras que dos de las cepas de Candida tropicalis se consideraron no

salvajes para NYS y PSZ.

La tasa global de resistencias no fue diferente entre los distintos grupos desde el punto
de vista estadistico, ni tampoco entre los enjuagues y las muestras de las puntas de
papel. No hubo relacién entre la gravedad o la presencia o la ausencia de caries ni de
enfermedad periodontal de las cepas orales colonizadoras de Candida con la

sensibilidad a los farmacos antifungicos.
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Abstract

Caries and chronic periodontitis are common oral diseases where a higher Candida
colonization is reported. Antifungal agents could be adjuvant drugs for the therapy of
both clinical conditions. The aim of the current study has been to evaluate the in vitro
activities of conventional and new antifungal drugs against oral Candida isolates from
patients suffering from caries and/or chronic periodontitis. In vitro activities of
amphotericin B, fluconazole, itraconazole, miconazole, nystatin, posaconazole and
voriconazole against 126 oral Candida isolates(75 Candida albicans, 18 Candida
parapsilosis, 11 Candida dubliniensis, six Candida guilliermondii, five Candida lipolytica, five
Candida glabrata, four Candida tropicalis and two Candida krusei.) from 61 patients were
tested by the CLSI M27-A3 method. Most antifungal drugs were highly active and
resistance was observed in less than 5% of tested isolates. Miconazole was the most
active antifungal drug, being more than 98% of isolates susceptible. Fluconazole,
itraconazole, and the new triazoles, posaconazole and voriconazole were also very
active. Miconazole, fluconazole and voriconazole have excellent in vitro activities
against all Candida isolates and could represent suitable treatment for a hypothetically

adjunctive therapy of caries and chronic periodontitis.
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Introduction

Caries and chronic periodontitis are common oral pathologies'? where an altered
ecology of the oral microbiota could play an important etiological role*®. A higher oral
Candida colonization in patients suffering from caries suggests that could play a role in
dental caries development®s. Moreover, Candida has been isolated from supragingival
and subgingival dental plaques®!'! and it could influence on the inflammatory and
destructive processes of chronic periodontitis’>. An adjuvant treatment with topical or
oral antifungal agents may be beneficial for halting the progress of these chronic oral
diseases or even improve their clinical evolution in certain situations'. For these
reasons, the aim of this study has been to evaluate the in vitro activities of current and
new antifungal drugs against oral Candida isolates from patients suffering from caries

and/or chronic periodontitis.

Patients, materials and methods

Microorganisms

A total of 126 oral yeast isolates from 61 patients recruited in a prospective
observational analytical study at the Unit of Oral Medicine of the Dental Clinic Service
of the Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea (UPV/EHU) approved
by the Ethics Committee for Research with Humans (reference CEISH/23/2010) were
tested’”. Samples were yielded from two types of oral specimens (oral rinses and
gingival sulcus with a sterile paper point)®!417. Isolates included 75 Candida albicans, 18

Candida parapsilosis, 11 Candida dubliniensis, 6 Candida guilliermondii, 5 Candida lipolytica,

144



5 Candida glabrata, 4 Candida tropicalis and 2 isolates of Candida krusei. Oral isolates
identification was performed by physiological and molecular tests as previously
described!®2!, For caries categorization the DMF index (Decayed, Missing, Filled)
proposed by WHO for oral health surveys was used??. For chronic periodontitis the
clinical periodontal index for treatment needs index (CPITN) proposed by WHO, and
the clinical attachment loss index (CAL: distance between cement-enamel line and
gingival margin) proposed by the American Academy of Periodontology?-? were

used.

Isolates were classified into three groups according to the disease: Group 0 included
isolates from patients without chronic periodontitis and without carious lesions (DMF
<6, CPITN <3 and CAL < 1), group I included isolates from patients suffering from
caries and without chronic periodontitis (CPITN =3, PIP 2-5 and DME2 6) and the
group Il included those patients with caries and chronic periodontitis (DMF> 6,

CPITN=4 y CAL>5).

Antifungal susceptibility testing

Candida isolates were tested for in vitro susceptibility to amphotericin B (AMB),
fluconazole (FLZ), itraconazole (ITZ), miconazole (MCZ), nystatin (NYS) (Sigma-
Aldrich, USA), posaconazole (PSZ) (Merck & Co., USA), and voriconazole (VRZ)
(Ptizer, UK). Stock solutions of all antifungal agents were prepared in dimethyl
sulfoxide (DMSO) and the final range of concentrations tested were 0.03-16 pg/ml for

AMB, ITZ, MCZ, NYS, PSZ and VRZ, and 0.12-64 ug/ml for FLZ. Clinical Laboratory
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Standards Institute (CLSI) broth microdilution testing was performed and interpreted
as described in documents M27-A3 and M27-54%03! by using round bottom 96-well
plates with RPMI 1640 medium supplemented with 0.2% glucose, and inocula adjusted
to 1-5 x 10° cells/ml. Plates were incubated at 37 °C in a non-CO: microbiological
incubator, and MIC values were determined visually after 24 h. MIC endpoint criteria
was the lowest concentration that caused a significant inhibition of growth (MIC2
inhibition > 50%) related to that of the control growth. However, polyenes MICs
corresponded to the lowest concentration that showed no growth (MICo: 100%

reduction in growth).

Classification of isolates in terms of their susceptibilities to these antifungal drugs was
based on clinical breakpoints (CBP) recommended in the documents M27-A3 and M27-

54 3033 as following:

For FLZ and C. albicans, C. parapsilosis and C. tropicalis, the MIC for susceptibility was <
2 pg/ml, the MIC for susceptible-dose dependent was 4 pg/ml, and the MIC for
resistance was > 8 pg/ml. For FLZ and C. glabrata, the MIC for susceptible-dose
dependent was 32 pg/ml and the MIC for resistance was > 64 ug/ml. For VRZ and C.
albicans, C. parapsilosis and C. tropicalis, the MIC for susceptibility was < 0.125 ug/ml, the
MIC for susceptible-intermediate was 0.25-0.5 pg/ml, and the MIC for resistance was >
1 pg/ml. For VRZ and C. krusei, the MIC for susceptibility was < 0.5 pg/ml, the MIC for
susceptible-intermediate was 1 pug/ml, and the MIC for resistance was > 2 pug/ml. For
ITZ and C. albicans, the MIC for susceptibility was < 0.125 pg/ml, the MIC for
susceptible-dose dependent was 0.25-0.5 pg/ml, and the MIC for resistance was > 1

pg/ml.
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Interpretation criteria for resistance to AMB and PSZ have been not yet defined. For
these drugs interpretation was done according to epidemiological cutoff values (ECV)
as following: For PSZ the MIC to separate non wild type isolates was 0.06 pg/ml for C.
albicans, 0.125 pg/ml for C. tropicalis, 0.25 pg/ml for C. parapsilosis, 0.5 pg/ml for C. krusei
and 2 pg/ml for C. glabrata and C. lipolytica. The MICs to classify non wild type isolates

for AMB was >2 pg/ml for all species.

CBPs or ECVs have not been defined for NYS and MCZ, so for the purpose of
facilitating comparisons with other antifungal drugs, ECVs of AMB were selected for

both.

CBPs for C. dubliniensis and C. guilliermondii have not been described yet, so we used de
ECVs as described above3?34. C. krusei ATCC 6258 and C. parapsilosis ATCC 22019 were

used as quality controls.

Data and statistical analysis

Data obtained were analyzed using the SPSS 22.0 program. The MICso, MICo and range
were calculated. The MICso and MICs were determined as the concentrations of
antifungal agents that were able to inhibit 50% and 90% of the isolates, respectively. To
compare differences among the MICs isolates from patients with disease and control
patients, a Student’s t-test was used and to compare the resistance rates between
groups the Chi Square and the U-Mann Whitney tests were performed. Differences

were considered significant if p <0.05.
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Results

In vitro activities of the antifungal agents and the percentages of in vitro resistance are
shown in tables 1-4. Most drugs were highly active against oral Candida isolates:
resistance was observed in less than 5% of isolates. MCZ was the most active
antifungal drug, as 124 out of 126 isolates (98.4%) were susceptible. MCZ MICso was
0.030 pg/ml for C. albicans, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. glabrata and C. lipolytica and
0.25 pg/ml for C. guilliermondii and C. tropicalis. FLZ was also very active and only 4 out
of 126 isolates (3.2%) were resistant, 2 C. albicans and C. krusei isolates. Two isolates out
of 75 C. albicans (2.7%) and one isolate out of 5 C. glabrata isolates were non-WT strains
when AMB in vitro susceptibility was evaluated. One hundred and twenty two out of
126 (96.8%) isolates were susceptible to ITZ and PSZ. However, four isolates of C.
albicans (3.2%) were SDD to ITZ. Moreover, 2 C. albicans (2.7%) and 2 C. tropicalis (50%)
were categorized as non-WT for posaconazole. Three C. albicans isolates were non-WT
strains for VRZ (2.4%), although they were not considered resistant to this drug based
on the CBPs. NYS showed the lowest activity in vitro as 36 isolates (28.6%) were
categorized as non-WT strains including 18 C. albicans (8%), 4 C. parapsilosis (22.2%), 4
C. tropicalis(100%), 3 C. glabrata(60%), 2 C. dubliniensis(18.2%), 2 C. lipolytica (40%), 2 C.
krusei(100%), and 1 C. guilliermondii(16.7%). Several isolates showed cross-resistance or
a combination of resistance and the category of non-WT strain: one C. albicans isolate
was resistant to FLZ and non-WT for NYS, and another one to NYS, SDD to ITZ and no
WT to VRZ. Two C. albicans were non-WT for NYS and SDD to ITZ. There were 2 non-

WT C. albicans strains for FLZ which also showed resistance to another drug (NYS, ITZ
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or PSZ). Finally, one C. glabrata isolate was resistant to AMB and non-WT for NYS and

two C. tropicalis were considered non-WT strains for NYS and PSZ.

There were no significant differences between the total resistance isolates rates in the
different groups of patients, neither between the origin of the oral isolates (oral rinse —
OR-or samples taken from gingival sulcus using sterile paper points -GPP-) in the

mouth or the severity of caries and/or chronic periodontitis (Tables 2-4).

Discussion

In the hypothetic situation that antifungal drugs should be used for treating caries or
chronic periodontitis, these drugs should be very active against Candida isolated from
patients suffering from these diseases. Topical treatment with AMB, NYS or MCZ is
common for the initial episodes of oral candidiasis, but immunocompromised patients
suffering from recurrent episodes of candidiasis or from severe episodes are managed
with oral FLZ, ITZ, PSZ, VRZ or even echinocandins®*. Moreover, the potential
problem of antifungal resistance selection and emergence in species of Candida with
different susceptibility profiles in the oral cavity of these patients can influence in the

treatment and outcome of these diseases 3¢.

In the current study, all antifungal drugs but NYS showed an excellent in vitro activity.
The poorer activity of NYS is surprising as this antifungal drug is very efficacious in
the treatment of oral candidiasis. There are not clinical breakpoints defined for NYS
and the lack of standardization makes difficult to interpret the in vitro results. The low

resistance to MCZ has been described by Waltimo et al.¥’, but in the current study MCZ
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presented a better activity than the reported by Kamikawa et al.*®. MCZ has long been
used for the topical treatment of mucosal candidiasis®, and the resistance rates remain
low, although some studies could indicate that the repeated use of MCZ could be a risk
of azole-resistant strains selection 4. Moreover, MCZ appears to have a potent
antibiofilm effect*!, and this activity could be very relevant for treating all those
plaque-dependent oral diseases. Nowadays, there are several formulations of MCZ

that permit to achieving very high MCZ concentrations in the oral mucosa 344,

FLZ is a widely used systemic antifungal agent that is well tolerated, with low toxicity
and mild side effects; although in elderly patients with hyposialia there is a risk of low
drug levels in the oral cavity . This drug is recommended as first option in moderate
and severe oral candidiasis®. Two C. albicans isolates were resistant to FLZ (1,6%). This
resistance rate was lower than those rates reported in other studies %%. However,
Razzagui et al.* found similar resistance rates. Four C. albicans were categorized as
non-WT for FLZ. Other authors have not reported FLZ resistance in Candida isolates
from patients suffering from periodontitis #45. Surprisingly, in the current study, the
higher rate of resistance was observed in the control group, while Koga Ito et al.#’
described higher MICs in isolates from patients suffering from periodontitis than in
isolates for controls, although the differences were no significant. Conversely to the
described in other studies, we did not find FLZ resistance in the rest of the species of
Candida. This FLZ resistance ranged from 14 to 17% for the emerging species C.
tropicalis®®*, C. dubliniensis*”>* and C. glabrata®?. Off than expected, two C. krusei

isolates were susceptible to FLZ, this result matches with those of Kamikawa et al. %;
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however, according to CLSI guidelines, all C. krusei isolates are resistant to FLZ with

independence of in vitro results 3031,

In the current study, VRZ, PSZ, and in lesser extent ITZ, were very active against
Candida isolates. These activities are similar to those described previously by other
authors *. VRZ and PSZ should be effective against FLZ resistant oral disease .
Kamikawa et al.* found a higher number of resistant and SDD C. albicans and C.

glabrata in Japan.

Cross-resistance was found in 7 C. albicans isolates (9.3%), in one C. glabrata and one C.
tropicalis (3.9% of the non-C. albicans isolates). These results are similar of those found
by Marcos-Arias et al. 3! studying Candida isolates from patients suffering from denture
stomatitis. However, Patil et al.?, reported a higher cross-resistance in non-C. albicans
isolates than in C. albicans ones. Other authors pointed that cross resistance to different
azoles is emerging %52 mainly among C. glabrata and other non-C. albicans isolates.
However, in the current study only two ITZ-SDD C. albicans were cross-resistant to
PSZ or VRZ. Pfaller et al.>® surrogated the PSZ resistance to FLZ resistance. In the
current study, as in the report of Marcos-Arias et al.5!, a low in vitro susceptibility to
VRZ or ITZ correlated to a lower susceptibility to other azole drugs. However, as

described by Isham et al.5 there was no cross-resistance between FLZ and MCZ.

Two C. albicans and one C. glabrata isolates from patients suffering from caries were
categorized as non-WT for AMB. This low rate of AMB resistance has been widely
described: Smiline et al.% isolated three AMB-resistant C. albicans directly from carious
lesions and Kamikawa et al. found very low resistance rates in Candida *. There are not

previous reports of AMB resistance in Candida isolated from periodontitis samples 374
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Surprisingly, non-WT Candida isolates for NYS ranged from 18% to 100% for C. krusei
and C. tropicalis. We should consider that there are not CBPs or ECVs for NYS, and we
chose those ECVs marked for AMB, due to their similar mechanisms of action>. NYS
MICs ranged between 1-4 pg/ml that are even lower that those MICs reported in other
studies (1-8 pg/ml) > These MICs do not appear to correlate with the described
notable clinical efficacy of NYS for treating mucosal and superficial candidiasis 5 .
Moreover, NYS has recently been recommended as a first line antifungal drug for

treating mild oral candidiasis®*.

In conclusion, according to their in vitro activities, most available topical and oral
antifungal drugs are suitable for an hypothetically adjunctive treatment of caries and
chronic periodontitis if this is required, as global antifungal resistance is very low

(<5%) and cross-resistance extremely rare.
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Table 1. In vitro activities of amphotericin B, nystatin, fluconazole, itraconazole,

miconazole, posaconazole and voriconazole against oral Candida isolates.

MIC (pg/ml) ECV (ug/ml) CBP (ug/ml)
Species (n) Antifungal Range MICso MICw WT/% NWT/% S/% SDD- R/%
agent 1/%
Amphotericin B 0.5-4 1 2 73/97.3 2/2.7
Nystatin 2-4 2 4 57/76 18/24
Candida albicans Fluconazole 0.12-64 0.12 0.5 69/92 6/8 73/97.3 0 2/2.7
(75) Itraconazole 0.03-0.25 0.03 0.06 71/94.7 4/5.3 71/94.7 4/5.3 0
Miconazole 0.03-4 0.03 0.12 73/97.3 2/2.7
Posaconazole 0.03-0.25 0.03 0.06 73/97.3 2/2.7
Voriconazole 0.03-0.06 0.03 0.03 72/96. 3/4. 75/100 0 0
Amphotericin B 0.5-2 1 2 18/100 0
Nystatin 2-4 2 4 14/77.8 4/22.2
Candida parapsilosis | Fluconazole 0.12-1 0.25 0.5 18/100 0 18/100 0 0
(18) Itraconazole 0.03- 0.03 0.12 18/100 0
0.12
Miconazole 0.03- 0.03  0.12 18/100 0
0.25
Posaconazole 0.03- 0.06 0.12 18/100 0
0.12
Voriconazole 0.03 0.03  0.03 18/100 0 18/100 0 0
Amphotericin B 0.5-2 1 2 11/100 0
Nystatin 2-4 2 4 9/81.8 2/18.2
Candida dubliniensis | Fluconazole 0.12-025 0.12 0.12 11/100 0
(11) Itraconazole 0.03- 0.03  0.06 11/100 0
0.12
Miconazole 0.03 0.03 0.03 11/100 0
Posaconazole 0.03- 0.03 0.06 11/100 0
0.06
Voriconazole 0.03 0.03 0.03 11/100 0
Amphotericin B 0.5-2 1 - 6/100 0
Nystatin 2-4 2 - 5/83.3 1/16.7
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Candida
guilliermondii

(©)

Candida glabrata

©)

Candida lipolytica

®)

Candida tropicalis

(4)

Fluconazole

Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole

Itraconazole

Miconazole

Posaconazole

Voriconazole
Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole

Itraconazole

Miconazole

Posaconazole

Voriconazole

0.03-0.5

0.03-1

0.06-0.5

0.03-
0.12

1-4

2-4

0.5-16

0.5-2

0.03

0.12-0.5

0.03-
0.12

1-2

0.5-2

0.03-
0.06

0.03

0.03-
0.25

0.03

1-2

0.5-2

0.06-
0.25

0.03-1

0.03-
0.25

0.03-
0.06

0.5

0.25

0.25

0.06

0.5

0.03

0.5

0.03

0.03

0.06

0.03

0.25

0.06

0.06

6/100

6/100

6/100

6/100

6/100

4/80

2/40

5/100

5/100

5/100

5/100

5/100

5/100

3/60

5/100

5/100

5/100

5/100

5/100

4/100

4/100

4/100

4/100

2/50

4/100

1/20

3/60

2/40

2/50

5/100

5/100

5/100

5/100

4/100

4/100

4/100
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Amphotericin B 2 - - 2/100 0
Nystatin 4 - - 0 2/100
Candida krusei Fluconazole 16 - - 2/100 0
) Itraconazole 0.5 - - 2/100 0
Miconazole 0.5 - - 2/100 0
Posaconazole 0.25 - - 2/100 0
Voriconazole 0.12 - - 2/100 0 2/100 0 0
Amphotericin B 0.5-4 1 2 123/97.6.  3/2.4.
Nystatin 1-4 2 4 90/714  36/28.6
TOTAL Fluconazole 0.12-64 0.12 2 120/95.2 6/4.8 122/96.8 4/3.2
(126) Itraconazole 0.03-2 0.03 0.25 122/96.8  4/3.2 122/96.8  4/3.2 0
Miconazole 0.03-4 0.03 0.25 124/98.4.  2/1.6.
Posaconazole 0.03-0.5 0.03 0.25 122/96.8  4/3.2
Voriconazole 0.03-0.12  0.03 0.06 123/97.6. 3/2.4. 126/100 0 0

CBP: Clinical break points. ECV: Epidemiological cutoff values. WT: Wild type strains.

NWT: Non-wild type strains.
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Table 2. In vitro activities of amphotericin B, nystatin, fluconazole, itraconazole,

miconazole, posaconazole and voriconazole against oral Candida isolates from oral

cavities of patients without disease (Group 0) determined by 24h CLSI broth

microdilution methods.

Species Antifungal agent % by category
(no.tested/sa
mple) MIC (ug/ml) CBP ECV
Range MICso  MICao SDD/I R WT NWT
Amphotericin B 1-2 1 - 5 0
Nystatin 2-4 2 - 4 1
Fluconazole 0.12-16 0.5 - 0 1 3 2
C. albicans (5)
Itraconazole 0.03-0.12 0.03 - 0 0 5 0
OR
Miconazole 0.03 0.03 - 5 0
Posaconazole 0.03-0.06 0.03 - 5 0
Voriconazole 0.03 0.03 - 0 0 5 0
Amphotericin B 1 1 - 4 0
Nystatin 2 2 - 4 0
Fluconazole 0.12-1 0.12 - 0 0 3 1
C. albicans (4)
Itraconazole 0.03-0.25 0.03 - 1 0 3 1
GPP
Miconazole 0.03-0.25 0.03 - 4 0
Posaconazole 0.03-0.25 0.03 - 3 1
Voriconazole 0.03 0.03 - 0 0 4 0
Amphotericin B 0.5 0.5 - 1 0
Nystatin 2 2 - 1 0
o Fluconazole 0.12 0.12 - 0 0 1 0
C. parapsilosis
traconazole . | -
M I 1 0.03 0.03 1 0
GPP Miconazole 0.03 0.03 - 1 0
Posaconazole 0.03 0.03 - 1 0
Voriconazole 0.03 0.03 - 0 0 1 0
Amphotericin B 2 2 - 2 0
C.
dubliniensis Nystatin 2 2 - 2 0

165



) Fluconazole 0.12 0.12

OR Itraconazole 0.03 0.03
Miconazole 0.03 0.03
Posaconazole 0.03 0.03
Voriconazole 0.03 0.03
Amphotericin B 1 1
Nystatin 2 2

C Fluconazole 0.5 0.5

dubliniensis

(1) Itraconazole 0.03 0.03

GPP Miconazole 0.03 0.03
Posaconazole 0.03 0.03
Voriconazole 0.03 0.03
Amphotericin B 1-2 1
Nystatin 2-4 2

C. Fluconazole 0.5-8 0.5

guilliermondii

() Itraconazole 0.5 0.5

OR Miconazole 0.03-0.5 0.03
Posaconazole 0.06-0.5 0.06
Voriconazole 0.06-0.12 0.06
Amphotericin B 1-2 1
Nystatin 2 2

C. Fluconazole 2-8 2

guilliermondii

) Itraconazole 0.03-0.5 0.03

GPP Miconazole 0.03-1 0.03
Posaconazole 0.25-0.5 0.25
Voriconazole 0.06-0.12 0.06

CBP: Clinical break points. ECV: Epidemiological cutoff values. WT: Wild type strains.

NWT: Non-wild type strains. OR: Oral rinse. GPP: Gingival paper point.
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Table 3. In vitro activities of amphotericin B, nystatin, fluconazole, itraconazole,

miconazole, posaconazole and voriconazole against oral Candida isolates from oral

cavities of patients with caries (Group I) determined by 24h CLSI broth microdilution

methods.
Species Antifungal agent % by category
(no.tested/sa
mple) MIC (ug/ml) CBP ECV
Range MICso MICq0 S SDD/I R WT NWT
Amphotericin B 1-4 1 2 13 1
Nystatin 2-4 2 4 9 5
. Fluconazole 0.12-64 0.12 0.5 13 0 1 13 1
C. albicans
(14)
Itraconazole 0.03-0.25 0.03 0.12 13 1 0 13 1
OR Miconazole 0.03-4 0.03 0.25 13 1
Posaconazole 0.03-0.06 0.03 0.06 14 0
Voriconazole 0.03-0.06 0.03 0.03 14 0 0 14 0
Amphotericin B 0.5-4 1 2 23 1
Nystatin 2-4 2 4 16 8
. Fluconazole 0.12-1 0.12 0.25 24 0 0 22 2
C. albicans
(24)
Itraconazole 0.03-0.25 0.03 0.06 22 2 0 22 2
GPP Miconazole 0.03-4 0.03 0.03 23 1
Posaconazole 0.03-0.06 0.03 0.06 24 0
Voriconazole 0.03-0.06 0.03 0.03 24 0 0 23 1
Amphotericin B 1-2 1 - 7 0
Nystatin 2-4 2 - 5 2
o Fluconazole 0.25-1 0.25 - 7 0 0 7 0
C. parapsilosis
@ Itraconazole 0.03-0.06 0.03 - 7 0
OR Miconazole 0.03-0.25 0.03 - 7 0
Posaconazole 0.03-0.12 0.06 - 7 0
Voriconazole 0.03 0.03 - 7 0 0 7 0
Amphotericin B 1-2 2 - 6 0

C. parapsilosis
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(6)

GPP

Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

2-4

0.12-0.5

0.03-0.12

0.03-0.25

0.03-0.12

0.03

0.25

0.03

0.03

0.03

0.03

C.

dubliniensis

@

OR

C.

dubliniensis

®)

GPP

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

0.5

1-2

0.12

0.03

0.03

0.03

0.03

0.5-2

1-4

0.12

0.03-0.06

0.03

0.03-0.06

0.03

0.5

0.12

0.03

0.03

0.03

0.03

0.5

0.12

0.03

0.03

0.03

0.03

C.
guilliermondii

@

OR

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B

0.5

0.5

0.25

0.25

0.06

0.5
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guilliermondii

)

GPP

Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

0.5

0.25

0.25

0.03

C. glabrata (1)

OR

C. glabrata (2)

GPP

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

0.5

0.5

0.03

0.12

0.03

2-4

4-16

0.5-1

0.03

0.5

0.06-0.12

C. lipolytica
M

OR

C. lipolytica
@)

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B

Nystatin

0.5

0.03

0.03

0.03

0.03

2-4
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GPP

Fluconazole

Itraconazole

Miconazole

Posaconazole

Voriconazole

0.03

0.03

0.03

0.03

C. krusei (1)

OR

C. krusei (1)

GPP

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

16

0.5

0.5

0.25

0.12

16

0.5

0.5

0.25

0.12

CBP: Clinical break points. ECV: Epidemiological cutoff values. WT: Wild type strains.

NWT: Non-wild type strains. OR: Oral rinse. GPP: Gingival paper point.
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Table 4. In vitro activities of amphotericin B, nystatin, fluconazole, itraconazole,

miconazole, posaconazole and voriconazole against oral Candida isolates from oral

cavities of patients with chronic periodontitis (Group II) determined by 24h CLSI broth

microdilution methods.

Species Antifungal agent % by category
(no.tested/sa
mple) MIC (ug/ml) CLSI ECV
Range MICso  MICao S SDD/I R WT NWT
Amphotericin B 1-2 1 2 11 0
Nystatin 2-4 2 4 9 2
. Fluconazole 0.12-0.25 0.12 0.25 11 0 0 11 0
C. albicans
(11)
Itraconazole 0.03-0.06 0.03 0.06 11 0 0 11 0
OR Miconazole 0.03-0.25 0.03 0.06 11 0
Posaconazole 0.03-0.06 0.03 0.06 11 0
Voriconazole 0.03 11 0 0 11 0
Amphotericin B 0.5-2 1 2 17 0
Nystatin 2-4 2 4 15 2
. Fluconazole 0.12-0.25 0.12 0.25 17 0 0 17 0
C. albicans
17)
Itraconazole 0.03-0.06 0.03 0.06 17 0 0 17 0
GPP Miconazole 0.03-1 0.03 0.5 17 0
Posaconazole 0.03-0.25 0.03 0.06 16 1
Voriconazole 0.03-0.06 0.03 0.06 17 0 0 15 2
Amphotericin B 2 - - 2 0
Nystatin 0.5-1 - - 2 0
o Fluconazole 0.25 - - 2 0 0 2 0
C. parapsilosis
@ Itraconazole 0.03-0.06 - - 2 0
OR Miconazole 0.03-0.12 - - 2 0
Posaconazole 0.06-0.12 - - 2 0
Voriconazole 0.03 - - 2 0 0 2 0
Amphotericin B 0.5-1 - - 2 0

C. parapsilosis
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@

GPP

Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

0.25

0.12

0.03-0.12

0.03-0.12

0.03

C.
dubliniensis

)

OR

C.

dubliniensis

@

GPP

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

0.12

0.06

0.03

0.06

0.03

1-4

0.12

0.06-0.12

0.03

0.06

0.03

C. glabrata (1)

OR

C. glabrata (1)

GPP

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B

Nystatin

0.5

0.03

0.5

0.12
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Fluconazole

Itraconazole

Miconazole

Posaconazole

Voriconazole

0.03

0.25

0.12

C. lipolytica
@

OR

C. lipolytica
M

GPP

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

0.06

0.03

0.25

0.03

0.06

0.03

0.06

0.03

C. tropicalis

@

OR

C. tropicalis
@)

GPP

Amphotericin B
Nystatin
Fluconazole
Itraconazole
Miconazole
Posaconazole

Voriconazole

Amphotericin B
Nystatin

Fluconazole

1-2

0.06-0.25

0.03-1

0.06-0.25

0.03-0.06

1-2

0.5-1
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Itraconazole 0.12-0.5 - - 2

Miconazole 0.25-1 - - 2
Posaconazole 0.03-0.25 - - 1
Voriconazole 0.06 - - 2 0 0 2

CBP: Clinical break points. ECV: Epidemiological cutoff values. WT: Wild type strains.
NWT: Non-wild type strains. OR: Oral rinse. GPP: Gingival paper point.
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5. DISCUSION
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La caries y la EPC son patologias muy prevalentes en los adultos y relacionadas con la
presencia de placa dental*>**14°, En aproximadamente el 50% de las personas Candida
forma parte de los microorganismos presentes en dicha placa®®. Por este motivo, se ha
tratado de relacionar Candida con la caries®!! y con las formas mas graves de la
EPC® Sin embargo, alin no se conoce el papel exacto que Candida tiene en el

desarrollo y/o mantenimiento de estas enfermedades®®.

Se han desarrollado multiples metodologias para la toma de muestras micoldgicas en la
cavidad oral3%3?, En nuestro estudio, debido a las patologias que se iban a evaluar y a
la sencillez de los métodos a emplear se escogieron dos tipos de toma de muestra, una
mediante un OR con agua destilada estéril 325214294.352.383 y gtrg mediante GPP para el
muestreo de las bolsas periodontales®1°:241,349.353-355,363 (Figura 14). Para el estudio de la
caries se emplearon Unicamente los datos de los OR, pero para el estudio de la
enfermedad periodontal se analizaron los datos de ambas muestras, de manera que hubo
pacientes que sélo mostraron colonizacion en la mucosa (OR) y otros, en menor
cantidad, que tenian crecimiento en la bolsa periodontal (GPP) exclusivamente. Estos
resultados apoyan que las muestras se tomen tanto de enjuagues como de las bolsas
periodontales en cada paciente, especialmente de los que padecen EPC, ya que de ese
modo podemos obtener resultados mas completos de la microbiota oral y de su relacion
con la EPC333, Ademaés, nos sirve como elemento comparativo entre las cepas de los
distintos nichos orales y con lo que ocurre en otras enfermedades orales®33, Por
ejemplo, mas de la mitad de los pacientes con enfermedad periodontal grave de nuestro
estudio estaban colonizados en ambas localizaciones, mientras que solo el 26,4% de los

pacientes con EPC del estudio de Barros et al.?*! lo estaban.

En nuestro estudio, las muestras de los OR estuvieron colonizadas con mayor frecuencia

que las de las GPP, lo cual estd en concordancia con algunos estudios®?*!, pero en
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discrepancia con lo descrito por McManus et al.*®3, En nuestro estudio, se aisl6 Candida
de la cavidad oral en los OR de casi la mitad de las personas estudiadas. La
colonizacion oral descrita en otros estudios que empleaban la misma metodologia u
otras similares ha sido del 30 al 60%"3%33%4 Estos valores estan directamente
relacionados con la edad de los pacientes y con la técnica empleada para tomar la
muestra. Si la muestra se tomaba con torundas, Urzla et al.® hallaban un 100% de
colonizacion en adultos, mientras que Moalic et al.” describian un 58,6% en adultos
jovenes y Raja et al.'! un 60%, en nifios. Cuando se tomaban mediante OR, Hintao et
al.®4 describieron un 30,1% y McManus et al.*® un 36,6% de colonizacion en adultos.

En las bolsas periodontales, el 36% de los pacientes de nuestro estudio mostraban
colonizacion candidiasica, lo que supera el 26% obtenido por Urzia et al.® con la misma
metodologia. Por el contrario, otro estudio en el que se tomo6 la muestra con cureta
sefiald una colonizacion del 42%°%3. McManus et al.*®® emplearon ambos métodos
obteniendo porcentajes de colonizacion similares y Matic et al.®*®, que emplearon
ambos métodos, resaltaron que la toma de muestra con cureta resultaba mas precisa.
Estos datos demuestran que es importante estandarizar los métodos de muestreo de la
bolsa periodontal para poder comparar correctamente los diferentes estudios y asi

concretar la epidemiologia de la colonizacion por Candida en esta localizacion.

La utilizacion de un medio de cultivo cromdgeno, en el que se pueden diferenciar el
color y la textura de las colonias de las diferentes especies de Candida, facilita la
comprobacion de la gran diversidad de especies flngicas presentes en la cavidad oral.
Estos medios de cultivo cromdgenos pueden ser una herramienta sencilla para un

estudio de la ecologia flingica oral®35":38,
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La seleccion de nuestros pacientes se ha realizado de forma aleatoria y la toma de las
muestras fue estandarizada, hechos que no han evitado las diferencias de edad y género
entre los grupos de pacientes debido a que las lesiones de caries son muy frecuentes en
todas las personas e inevitablemente se acumulan con la edad. Por este motivo, los
pacientes incluidos en el grupo de control de caries no estdn completamente libres de
obturaciones, ya que es muy dificil encontrar adultos sin caries en el Pais Vasco. Asi
mismo, y aunque la edad no es directamente un factor causante de enfermedad
periodontal, los grupos con EPC también presentaron una media de edad superior al
grupo control. En el anélisis de la EP se seleccionaron los pacientes mayores de 30 afios
con el objetivo de que presentasen EP Cronica y no otro tipo de EP. Estas circunstancias
condicionantes en la seleccion de la poblacién de estudio son frecuentes y se sefialan en
varios estudios®*°.

Aunque clasicamente se ha asociado una mayor colonizacion oral por Candida con la
edad®®®, en nuestro estudio esta correlacion fue muy baja, y no fue posible atribuir las
diferencias en la colonizacion entre los grupos al factor edad, pero si a la patologia en

funcion a la que se establecieron los grupos de estudio.

Nuestro estudio es el primero en valorar la relaciéon entre Candida y la presencia de
caries en adultos en nuestro medio. Sin embargo, en estudios realizados en otros paises,
Candida se ha aislado de la placa dental supragingival primaria junto con otros
microorganismos cariégenos, como Streptococcus, Actinomyces y Lactobacillus* y se
ha observado la presencia de una mayor colonizacion candidiasica en la boca de las
personas con caries, aislando Candida de las lesiones de caries®!!. Ademas, algunos
estudios experimentales en animales, como los realizados en ratas, han observado que

Candida puede causar lesiones de caries en la superficie oclusal de los dientes3®.
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En nuestro estudio hemos reconocido, en el grupo de los pacientes con caries (grupo 1),
la existencia de mas pacientes colonizados por Candida. Ademas, la intensidad de la
colonizacion fue significativamente mayor (nimero de UFC/ml méas alto) que en el
grupo control y también lo fue la diversidad de especies aisladas. Raja et al.ll y
Moreira-Pesqui et al.®®” han considerado que los cultivos con mas de 400 UFC/ml
podrian indicar una actividad cariégena. En nuestro estudio la media de UFC/ml en los
OR de los pacientes con caries fue de 962 UFC/ml, pero algunos pacientes que
mostraron una colonizacion baja o incluso sin colonizacién presentaban un ndmero
importante de lesiones de caries y viceversa. Se observaba un incremento de la
colonizacion oral por Candida, tanto un aumento del nimero de UFC/ml como del
ndmero de pacientes colonizados relacionado con un incremento del indice CAO en
nuestro estudio. En este sentido Moalic et al.” encontraron la misma relacién cuando

Candida albicans estaba presente, aunque no cuando era mas abundante.

La especie colonizadora predominante en nuestro estudio fue Candida albicans que se
aislé del 33,4% de las muestras de OR, mientras que otras especies flngicas se aislaban
del 19,6% de las mismas. Otros autores”!! también han descrito este claro predominio
de C. albicans en la cavidad oral hasta el 39% o incluso en proporciones mas elevadas
(55%). En los pacientes con caries (grupo 1) la frecuencia de aislamiento de Candida
albicans y de otras especies de hongos de interés clinico fue mayor que en el grupo
control. Ademas, se obtuvieron mas cultivos mixtos con mayor frecuencia que en el
grupo control. Otras especies de Candida aisladas con relativa frecuencia fueron
Candida parapsilosis, Candida dubliniensis y Candida guilliermondii. Estos hallazgos
contrastan con otros estudios’® realizados en nifios, adolescentes y adultos jovenes con
caries, en los que predominaban otras especies como Candida tropicalis y Candida

krusei y no se aislaba Candida dubliniensis. Sin embargo, Urzda et al.® que han descrito

180



una mayor prevalencia de Candida glabrata y que emplearon adultos en su estudio, si
aislaron Candida dubliniensis. Consideramos que estas diferencias pudieran deberse a
factores como la edad o la procedencia geografica de las muestras.

Ningun estudio ha establecido una relacion significativa entre la colonizacion oral por
Candida y la EPC®23%3 aunque la presencia de una alta carga fiingica de este hongo en
las bolsas periodontales se considera que puede agravar esta enfermedad®®. Los
resultados de nuestro estudio no nos permiten distinguir entre pacientes con EPC o
pacientes sanos. No obstante, el andlisis comparativo entre los estudios®*3% es
complicado ya que no se distribuye a los pacientes en los mismos grupos, ni la
metodologia es concordante.

La mitad de nuestros pacientes mostraba colonizacién oral por Candida cuando se
cultivaban los OR, que es algo mas elevada que la obtenida por Urzua et al.® (32,6%).
La distribucion fue bastante similar entre los diferentes grupos estudiados. Prestando
atencion tan solo a los grupos de pacientes con EPC, los porcentajes de colonizacién
fueron algo superiores a los obtenidos en otros estudios que oscilaron entre el 37,7 y el
42,7%>13%8  Aunque nuestro grupo de pacientes con EPC grave presentd los mayores
porcentajes de colonizacion (58%), las diferencias no fueron significativas,
probablemente debido al reducido tamafio de la muestra en este grupo.

Las bolsas periodontales del 36% de los 190 pacientes estaban colonizadas, lo que
supera el 26% obtenido por Urzua et al.® Otros estudios'®?*3*’ han encontrado
porcentajes muy variables (5-47%) de colonizacion de las bolsas periodontales en los
pacientes con SCP. Aunque en nuestro estudio el mayor porcentaje de colonizacion de
las bolsas aparece en el grupo SCP, las diferencias no fueron significativas.
Consideramos que la ampliacion de nuestra muestra en este grupo de SCP serviria para

que nuestros resultados tuvieran un mayor potencial estadistico. Otros estudios con
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metodologia similar®33% hallaron una gran diferencia entre los pacientes sanos y los
que padecian EPC. Es probable que en esas poblaciones, la colonizacion oral en sujetos

sanos sea menos frecuente que en la nuestra.

No hemos podido corroborar en nuestro estudio una relacion estadisticamente
significativa entre la colonizacion por Candida y la gravedad de la EPC, descrita por
Canabarro et al.®®, ni su utilidad como factor predictivo de la gravedad de la EPC. Sin
embargo, en base al nimero de UFC que hemos observado, si podemos sefialar que
cuanto mayor es la gravedad de la EPC la colonizacion es mas intensa, y apoyando los
resultados de Urzua et al.®, el nimero de UFC/ml de las muestras de pacientes con SCP
fue el mas elevado. EI menor nimero de UFC que hemos obtenido en las bolsas
periodontales respecto de los OR, contrasta con los resultados descritos por Barros et
al.?*1 y McManus et al.*®3, que aislaron mas UFC de las muestras de las GPP que de las
de la mucosa.

La biodiversidad fangica en la cavidad oral es un hecho variable por diferentes razones,
una de ellas esta en relacion con su presencia en las patologias orales frecuentes®°. En
nuestro estudio observamos 19 especies diferentes de levaduras. El indice de Simpson
mostraba una diversidad menor en el grupo SCP, con unos valores similares a los
descritos por Urzua et al.®> Algunos estudios?®3%° han sefialado que la diversidad
microbiana desciende en caso de enfermedad. Esta menor diversidad se relaciona con
que una especie predomina claramente sobre las demas con una seleccion y una
persistencia de aquellas més resistentes o patdégenas, como Candida albicans.

Candida albicans era més frecuente en los OR del grupo SCP, con unos resultados muy
similares a los descritos en otros estudios?*!. También Candida albicans era mas
frecuente en las GPP de los pacientes con EPC, con frecuencias similares a los trabajos

241

de Barros?*' y Jewtuchowicz et al.>*,
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La cantidad de UFC/ml de Candida albicans en los grupos con enfermedad periodontal
fue muy superior a la media y al grupo control. Otros estudios®”® encontraron también
un 81,8% de aislamientos de Candida albicans de las bolsas de pacientes con EP.
Aunque la especie mas frecuente fue Candida albicans también se han hallado otras
especies de levaduras en las muestras orales de todos los grupos con y sin EPC. Las
especies mas frecuentes fueron Candida parapsilosis y Candida dubliniensis, al igual
que en el trabajo de Jewtuchowicz et al®®3, Las especies con mayor niimero de UFC en
el trabajo de Urzia et al® fueron Candida dubliniensis y Candida glabrata que
coinciden con algunas de las mas abundantes también en nuestro trabajo.

Canabarro et al.® sefialan que las bolsas periodontales profundas son los nichos que
muestran una mayor variedad de especies fungicas, formando una comunidad mas
compleja de levaduras a mayor profundidad de sondaje que incluia la presencia de
cultivos mixtos con Candida albicans. En nuestro estudio la variedad de especies en las
bolsas de los pacientes con EPC fue menor que en los que no padecian esta enfermedad.
Candida albicans fue la levadura mas frecuentemente aislada en los cultivos mixtos y la
mas frecuente en las bolsas profundas.

Otras especies frecuentemente aisladas en nuestro estudio en relacion a la EPC fueron
Candida dubliniensis y Candida parapsilosis. Candida dubliniensis, se aislaba del 2,5%
de los OR y del 2,6% de las GPP de estos pacientes, mientras que Jewtuchowicz et
al.®3en Argentina describen un 4,4% de prevalencia de Candida dubliniensis en las
bolsas periodontales. Estos autores observaron una colonizacion méas frecuente por
Candida dubliniensis en los pacientes con EPC mientras que en nuestro estudio se
aislaba con mas frecuencia en los pacientes del grupo control. Creemos que la distinta

localizacion geografica es la causa mas probable de estas diferencias.
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Se aislé Candida parapsilosis en un 18,7% de las bolsas periodontales de los pacientes
con MCP, datos superiores al 7,3% de los pacientes con EPC del estudio de
Jewtuchowicz et al.®®3, realizado en Argentina. Muchos tipos de infecciones fiingicas
tienen predileccion por una u otra especie segun el punto geografico y el nicho

infeccioso?20371,

Las células de Candida muestran diferentes caracteristicas bioldgicas que las hacen
candidatas para participar de forma activa en el proceso inflamatorio y destructivo
presente en la EPC®. Candida albicans posee una gran capacidad para colonizar el
colageno, el esmalte, la dentina, el cemento dental y la hidroxiapatita??8372373 que le
facilitaria desarrollar un papel activo en la etiopatogenia de la caries. Ademas, estos
hongos poseen diferentes factores de virulencia que favorecen la invasion de los tejidos
de la cavidad oral y la evasion de los mecanismos de defensa del huésped??’. Destacan
su variedad fenotipica y genotipica, la transformacion de levadura en hifa y viceversa, la
filamentacion y el desarrollo de un micelio guiado por un tigmotropismo, la
hidrofobicidad, la produccion de exoenzimas, la coagregacion sinérgica o competitiva
con diferentes especies de bacterias y su gran capacidad de adaptacion a los diferentes
medioambientes del huésped?’.

Candida albicans presenta varias adhesinas en su pared celular que le permiten
interaccionar con las superficies celulares y abioticas, y transformarse de un hongo
unicelular en una morfologia pluricelular como el micelio, y también desarrollar
biopeliculas mono y polimicrobianas adheridas al diente3°374,

Se han identificado hifas y pseudohifas en el borde del epitelio sulcular y en el tejido
conectivo subyacente, que parecen ser importantes en la adhesion y posterior invasion

tisular, en la coagregacion con otras especies y en el progreso de la EPC3%,
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Candida albicans se halla en las capas externas de la placa y podria ser una barrera
entre el sistema inmune y el resto de las capas de la placa dental??”%8, Esta biopelicula
puede ser recalcitrante tanto a la limpieza producida por el arrastre de la saliva como al

efecto de las moléculas antimicrobianas presentes en los dentifricos?.

Las proteinasas, lipasas y hemolisinas de Candida albicans podrian favorecer el
desarrollo y mantenimiento de las lesiones en los tejidos bucales®”. Esta accion
enzimatica puede ser colagenolitica, sobre todo en las raices dentales donde promueven
la produccion de caries radicular y puede dafiar la hidroxiapatita®”.

Las proteinasas degradan las proteinas de la matriz extracelular, las inmunoglobulinas,
como la IgA salival, y la fibronectina?’. Esta prote6lisis libera moléculas que van a
perpetuar la inflamacion tisular y activar la respuesta inmune??/-241348.376 - Ademas las
proteinasas también inhiben la fagocitosis por los leucocitos polimorfonucleares, que es
un factor fundamental para el establecimiento de lesiones infecciosas e inflamatorias
cronicas®#®. Estas enzimas actuarian de forma similar a las proteasas expresadas por
aquellas bacterias que son cruciales en la patogenia de la EPC, como Porphyromonas
gingivalis®®. Las fosfolipasas candidiasicas facilitan la adhesion a los tejidos y la
degradacion de las membranas celulares, facilitando su citolisis >%27,

Otra caracteristica de estas levaduras es su hidrofobicidad. Candida expresa proteinas
hidréfobas que potencian su adhesividad y su capacidad de invasion tisular,
especialmente en células epiteliales orales®.

Candida es también capaz de coagregarse con bacterias formando un biofilm mixto o
polimicrobiano y asi adherirse con una mayor eficacia a células y superficies abioticas,
lo que constituye el primer paso en la colonizacion*3214.227.229.377,

Una gran mayoria de las enfermedades orales estan asociadas con la perturbacion del

equilibrio de las comunidades microbianas®®°3%® y se ha sugerido que la mayoria de la
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patogenia producida por Candida esté en relacion con los biofilms, como por ejemplo la
placa dental supra y subgingival®’®, Segin Krom et al.??® Candida albicans seria un
microorganismo puente que uniria diferentes microcolonias bacterianas dentro de la
placa dental y protegeria a las bacterias de la fuerza de arrastre de la saliva. Esta
coagregacion microbiana ha sido ampliamente descrita para Candida albicans y
Streptococcus mutans 37938, Esta union entre Streptococcus y Candida se estableceria a
través de la proteina Als3p presente en las hifas de Candida albicans?. En la EPC
también se observan fendmenos de simbiosis, antagonismo y comensalismo entre los
diferentes microorganismos de la placa dental como la que se ha observado entre
Candida y algunas bacterias anaerobias (Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia y Aggregatibacter actinomycetemcomitans) de gran importancia en el
desarrollo de la EPC17:262381

Se ha sugerido que Candida cuando se encuentra en los biofilms mixtos puede modular
la sensibilidad a los antibidticos y que a su vez las bacterias pueden afectar a la
actividad de los farmacos antifiingicos®®®. La coagregacion con bacterias también
ejerceria un papel protector frente la accion de los antibi6ticos, de las moléculas
antimicrobianas presentes en los dentifricos y del sistema inmune al dificultar su
acceso382,383

Otra capacidad de esta levadura es la de adaptarse a los distintos nichos, lo que les
permite expresar en cada localizacion distintos fenotipos y factores de virulencia (pH,
presencia de oxigeno y polisacaridos)>??’. Esta propiedad puede ser fundamental tanto
en el caso de la EPC como de las caries ya que se requiere una gran versatilidad para
sobrevivir en las distintas profundidades de las bolsas periodontales, amoldarse a los
cambios en la composicion de la placa dental y sobrevivir en circunstancias de pH muy

bajo>4%22’, Candida sobrevive en pH &cido y es un microorganismo acidégeno capaz de
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producir &cidos en concentraciones y a velocidades similares a las de Lactobacillus en
presencia de glucosa®*, y asi disolver la hidroxiapatita de forma mas extensa que
Streptococcus mutans®’®,  Candida albicans crece tanto en aerobiosis como
anaerobiosis®?*’. Por lo que la bolsa periodontal y el liquido crevicular son

medioambientes favorables para la germinacion y crecimiento de hifas®227:348:385,

Candida dubliniensis es una especie filogenéticamente muy cercana a Candida albicans
con una capacidad importante para desarrollar resistencia a los farmacos antifungicos,
especialmente a FLZ y a otros azoles®®. Esta especie flngica estd bien adaptada el
nicho oral por su capacidad de adhesion a las células bucales y a las superficies
abidticas, como las de las protesis dentales, desarrollando biopeliculas®™*. Ademas,
Candida dubliniensis produce enzimas extracelulares, proteasas y fosfolipasas, que le
facilitan la invasion de los tejidos?*2. Estos factores le proporcionarian una ventaja sobre
Candida albicans para sobrevivir en la cavidad oral en pacientes que han sido tratados

con farmacos antifiingicos®’.

Candida parapsilosis es en realidad un complejo formado por tres especies, Candida
parapsilosis sensu stricto, Candida metapsilosis y Candida orthopsilosis. Este complejo
muestra una alta capacidad de adhesién a células, protesis y catéteres que la convierten
en un importante y frecuente patdgeno nosocomial?*>38  Ademas, la sensibilidad de
esta especie a los nuevos farmacos antifangicos denominados equinocandinas es menor
que la de otras especies de Candida®®.

Candida glabrata y Candida krusei se consideran también patdgenos emergentes. Las
infecciones causadas por esta especie resultan problematicas por presentar importantes

resistencias a diversos farmacos antifingicos, sobre todo azoles?*32%7,

La caries se trata mediante terapias remineralizadoras y restauradoras®? y se previene

con un adecuado control dietético®®88, la aplicacion de fluoruros’ y una adecuada
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higiene dental®. Mientras algunos pacientes se encuentran completamente libres de
caries, otros padecen varias lesiones por afio, en este tipo de pacientes de alto riesgo es
en los que consideramos que seria interesante la evaluacion de la colonizacion por
Candida y la valoracién un tratamiento antifingico dependiendo de la intensidad de

esta.

El tratamiento estdndar de la enfermedad periodontal es el raspado y alisado radicular
(SRP, Scaling and Root Planning) y un correcto control de placa mediante una buena
higiene oral*®*. Sin embargo, algunos pacientes no responden al tratamiento
convencional y deben recibir terapias mas agresivas y tratamiento con antibiéticos de
amplio espectro, que pueden potenciar la sobreinfeccion por Candida®’®. Por esto
creemos que puede ser interesante evaluar la presencia de Candida en los pacientes con
EPC.

En la hipotética situacion de que decidiéramos tratar a estos pacientes con farmacos
antifangicos, disponemos de varias opciones terapéuticas. Inicialmente los pacientes
con candidiasis oral se suelen tratar con formulaciones topicas de AMB, NYS o MCZ y
solo en el caso de infecciones recurrentes o en situaciones de inmunodepresion del
paciente, pueden tratarse con FLZ, ITZ, PSZ o VRZ por via oral, e incluso con
equinocandinas, por via intravenosa'®?’®. Patil et al.! consideran que la aparicion de
resistencias a los farmacos antifingicos y la presencia de especies de Candida
emergentes con perfiles de sensibilidad mas bajos para algunos de estos farmacos
pueden ser factores influyentes en la eleccion del tratamiento. En nuestro estudio, se
aislaron varias de las especies consideradas emergentes en las muestras de los pacientes
estudiados y se realizaron pruebas de sensibilidad in vitro. Con excepcién de la NYS,
todos los demas farmacos antifingicos mostraron una excelente actividad in vitro. El

porcentaje de cepas no salvajes para la NYS vari6 en un rango del 18% al 100%, en el
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caso de Candida krusei. Este dato sorprende y debemos interpretarlo con cautela, ya que
la ausencia de puntos de corte clinicos para la NYS hace dificil extrapolar los resultados
del laboratorio a la clinica. De hecho éste es un farmaco con una dilatada y demostrada
eficacia clinica?"3283284 que se recomienda como primera y segunda linea de tratamiento
topico en las ultimas guias terapéuticas del manejo de infecciones candidiasicas para
infecciones leves y moderadas por este hongo!*®. Los puntos de corte que empleamos
para el estudio fueron los puntos de corte epidemioldgicos establecidos para la AMB,
dada su similitud en los mecanismos de accion®® y familia farmacolégica. Las CMI
para la NYS estuvieron entre 1-4 ug/ml, es decir mas bajas incluso que en otros
estudios, que refirieron rangos de 1-8 pg/mi®***!, La AMB es también un farmaco
antifungico disponible para aplicacion topica y con una baja tasa de resistencias. En
nuestro estudio tan sélo dos aislamientos de Candida albicans y uno de Candida
glabrata fueron no salvajes para AMB. Smiline et al.>®2 aislaron Candida albicans
directamente de lesiones de caries y Kamikawa et al.??® de la mucosa oral, encontrando
ambos también muy pocas resistencias. De hecho no hemos encontrado informes
previos de cepas de Candida de origen periodontal con resistencia a este farmaco
antifingico3%33%4,

El MCZ fue el farmaco antifungico que demostrd6 mejores resultados in vitro,
coincidiendo con lo publicado por Waltimo et al.3>%, y a diferencia de lo observado por
Kamikawa et al.?®, EI MCZ se emplea de forma topica para el tratamiento de
candidiasis oral®! y sus tasas de resistencia permanecen bajas, aunque algunos
estudios™3% consideran que el uso prolongado de este farmaco puede implicar un riesgo
de desarrollar cepas con resistencias cruzadas a otros azoles. Sin embargo, en nuestro
estudio, al igual que en el de Isham et al.®** no se observaron resistencias cruzadas entre

el MCZ vy otros azoles. Este farmaco antiflngico seria atil contra enfermedades orales
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dependientes de la placa dental ya que posee un potente efecto antibiofilm3% y porque
las formulaciones galénicas permiten obtener altas concentraciones en la cavidad
0ra|291'293'391'397.

El FLZ ha sido el farmaco antifungico mas utilizado para el tratamiento oral sistémico
por su baja toxicidad, buena tolerancia y escasos efectos secundarios, aunque puede
tener una baja biodisponibilidad oral en pacientes con hiposialia®®. Se recomienda
como primera opcion en el tratamiento de las candidiasis orales graves!®. En nuestro
estudio hallamos dos aislamientos de Candida albicans resistentes a FLZ (1,6%) y
cuatro aislamientos de la misma especie se catalogaron como no salvajes para este
farmaco (5,3%). Nuestros datos estan en concordancia con aquellos reportados por
Razzaghi et al.>*° e indican una tasa de resistencias menor a las encontradas por
Sanchez-Vargas et al.?’® en México y Kamikawa et al.??® en Japdn. Algunos
autores?®3% no encontraron ninguna resistencia a FLZ en aislamientos de origen
periodontal, mientras que Ito et al.®®* encontraron resistencias en los pacientes
periodontales y no en los controles. Los aislamientos clasificados como resistentes en
nuestro caso pertenecian al grupo control, aunque algunos de los no salvajes pertenecian
a pacientes con caries 0 EPC. No hallamos resistencias en el resto de las especies de
Candida, lo que contrasta con otros estudios?20276:3%4:353.386 an |os que las resistencias a
FLZ se observaban entre 14-17% de las especies emergentes, como Candida
tropicalis??3%, Candida dubliniensis®®3%® y Candida glabrata??%?’®, Candida krusei es
intrinsecamente resistente a FLZ, independientemente de los resultados que se obtienen
in vitro®33 por lo que no se recomienda su empleo en las infecciones causadas por
esta especie. En nuestro estudio, ambas cepas de Candida krusei fueron sensibles al

FLZ, lo que coincide con lo descrito por Kamikawa et al.??,
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La actividad in vitro de VRZ, PSZ y en menor medida, 1TZ, fue buena para los
aislamientos de Candida estudiados y concuerda con lo descrito por otros autores®1:3%°,
Pappas et al.!® recomiendan su uso en el tratamiento de infecciones orofaringeas
causadas por aislamientos de Candida resistentes al FLZ. Sin embargo, en los estudios
realizados por Kamikawa et al.?® en Japdn, encontraron aislamientos de Candida
albicans y Candida glabrata resistentes.

Se observaron algunas resistencias cruzadas a distintos farmacos antifingicos. Siete de
los aislamientos multirresistentes eran Candida albicans (9,3%), otro Candida glabrata
y otro Candida tropicalis (3,9% de las cepas de especies diferentes a Candida albicans).
Estos datos son similares a los descritos por Marcos-Avrias et al.3® pero difieren de los
de Patil et al.l, quienes refieren una mayor tasa de cepas multirresistentes entre las
especies distintas de Candida albicans que en las de Candida albicans. Otros
autores®13%  sefialan un aumento de las resistencias cruzadas a los azoles,
especialmente en Candida glabrata y otras especies de Candida no Candida albicans.
De hecho, Pfaller et al.?®® indican que las cepas menos sensibles al PSZ presentan
probablemente algln tipo de resistencia al FLZ. Nosotros solamente hemos observado
dos aislamientos de Candida albicans que siendo sensibles dosis dependientes para ITZ,
se clasificaron como no salvajes para VRZ o PSZ. Al igual que Marcos-Arias et al .3,
observamos que una baja sensibilidad in vitro a ITZ o a VRZ correspondia también con
una menor sensibilidad a otro farmaco antifingico, aunque en nuestro estudio, no
necesariamente de la misma familia.

Los farmacos antifungicos disponibles son adecuados para un tratamiento
complementario potencial en pacientes con una alta susceptibilidad a la caries y EPC
grave si fuese necesario y estuviese presente una colonizacion candidiasica importante

ya que el porcentaje de resistencias es muy bajo en nuestro medio (<5%) y las
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resistencias cruzadas son anecddticas. En estos grupos de pacientes, podrian aplicarse
varias terapias para erradicar Candida, como complemento al tratamiento convencional,
como la aplicacion localizada de MCZ?%1:2%3391.3%7 " |os nuevos dentifricos formulados
con particulas de NYS*%, tratamientos con probidticos pudieran ser también una buena

alternativa*®! o terapias fotodinamicas®®2.
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5 CONCLUSIONES
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Existe una asociacion significativa entre la presencia de caries dental y la
colonizacion oral por Candida en adultos del Pais Vasco.
El incremento del indice CAO se asocia a un aumento en la colonizacién por

Candida y también de la carga fangica.

Los pacientes con caries dental presentan una mayor variedad de especies de

Candida que los sanos, siendo Candida albicans la especie més frecuente.

No hemos podido establecer una relacién directa entre la presencia de Candida y

la existencia de enfermedad periodontal cronica en adultos del Pais Vasco.

Se observa una tendencia a presentar una colonizacion oral mas habitual por
Candida y maés intensa en los pacientes con enfermedad periodontal cronica

grave.

Los pacientes con enfermedad periodontal crénica muestran una menor
diversidad de especies de Candida que los del grupo control, siendo Candida

albicans la especie predominante.

Los farmacos antifangicos estudiados son eficaces contra las cepas de Candida

aisladas de la cavidad oral, siendo minimas las resistencias reconocidas.

Es necesario estandarizar los métodos para la toma de muestras orales en
pacientes con alta cariogenicidad y/o enfermedad periodontal crénica grave,
siendo los enjuagues orales Utiles en ambas patologias y las puntas de papel

estériles en la enfermedad periodontal cronica.
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