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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia de la infeccion por Candida
albicans en lesiones de Leucoplasia Vellosa Bucal (LVB) en un grupo de pacientes VIH+ en una
muestra de la poblacidon venezolana. Para ello se evaluaron 21 pacientes adultos VIH+, con
lesiones clinicas de Leucoplasia Vellosa Bucal, 11 con terapia antiretroviral y 10 sin terapia, y
10 pacientes adultos VIH- con lesiones hiperqueratésicas de la mucosa oral provenientes del
Centro para la Atencién de Pacientes con Enfermedades Infectocontagiosas de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Central de Venezuela. Los pacientes fueron examinados
clinicamente para la deteccidon de lesiones presentes en la mucosa oral, confirmandose el
diagndstico con el estudio histopatoldgico. La infecciéon por C albicans se determiné mediante
biopsias de las lesiones para su estudio histopatolégico empleando dos técnicas diferentes,
coloracion de Pass y método de Grocott, y cultivo microbiolégico en medio Agar Sabouraud
Resultados: En pacientes VIH+ segun los distintos métodos empleados se pudo observar que
mediante el cultivo en Agar Sabouraud 6/21 (29%) de los pacientes fueron positivos y 15/21
(71%) fueron negativos. Con respecto a la coloracién de Grocott, todos los 21 pacientes fueron
positivos, mientras que con la coloracion de PAS, 17/21 (81%) de los pacientes fueron
positivos y 4/21 (19%) fueron negativos. En el caso de los pacientes VIH- con leucoplasia
bucal, 1/10 (10%) resulté positivo mediante el cultivo en Agar Sabouraud y 9/10 (90%)
fueron negativos. Mediante la coloracion de Grocott todos los pacientes (10) fueron negativos
para la presencia del hongo, e iguales resultados fueron obtenidos con la coloracion de PAS.
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Conclusién: Se observé una mayor prevalencia de la infeccién por C. albicans en pacientes
VIH+ lo que demuestra que la presencia del hongo, constituye un factor fuertemente asociado
a los pacientes con LVB.

Palabras clave: Leucoplasia Vellosa Bucal, Candida albicans, Virus de Inmunodeficiencia
Humana.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the prevalence of Candida albicans infection in Oral
Hairy Leukoplakia (OHL) in Venezuelan HIV+ population. We evaluated 21 HIV+ adults
patients with the clinical diagnosis of OHL, 11 under antiretroviral therapy, 10 without and 10
HIV negative adults with hyperkeratotic lesions on the oral mucosa as a control group, from
the Center of Infectious diseases, Faculty of Dentistry, Central University of Venezuela. All
patients were clinically examined and definitive histopathological diagnosis was made. C
albicans was detected by two different histochemical methods: PAS and Groccot and
microbiological culture using Agar Sabouraud medium. The results demonstrated that 6/21
(29%) patients were positive by microbiological culture and 15/21 (71%) were negative. All
the patients were positive by Grocott special stain while 17/21 (81%) were positive using PAS.
In the control group, 1 patient was positive by culture and 9/10 (90%) were negative.
Additionally, all the patients were negative by Grocott and PAS. In conclusion, we observed a
higher prevalence of C. albicans infection in HIV+ patients, suggesting that the presence of
this microorganism may constitute an associated factor in OHL.

Keyword: Oral Hairy Leukoplakia, Candida albicans, Human Immunodeficiency Virus.

INTRODUCCION

La Candidiasis bucal es la infeccién oportunistica mas frecuente encontrada en individuos
infectados por Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).(1-3) Algunos estudios han
demostrado que el contaje de linfocitos T CD4 puede ser usado como un indicador de la
progresiéon de esta patologia (4,5).

La ocurrencia de la enfermedad esta asociada con un contaje de Linfocitos T CD4 menor de
200cel/mm3 y una alta carga viral permite la progresién de esta. (1,6)

El curso tan prolongado de la infeccidon por VIH predispone a los pacientes a sufrir episodios
recurrentes de Candidiasis que puede incrementarse en frecuencia y severidad con la
progresion de la enfermedad por VIH. (7)

El uso de la terapia antirretroviral mediante la combinacion de una serie de farmacos algunos
de incorporacion reciente, para el tratamiento de la infeccion por VIH/SIDA, ha originado un
cambio drastico de la enfermedad en los paises desarrollados, mejorando la calidad de vida del
paciente, mediante la disminucion de la frecuencia de infecciones oportunisticas y retrasando
la evolucion de la enfermedad (8) Sin embargo, la infeccidon por Candida spp continta siendo la
lesién bucal mas frecuente asociada a la infeccién por VIH.

Investigaciones previas realizadas en Venezuela (9) demostraron que la Candidiasis Oral
Pseudomembranosa fue la infeccidon oportunistica mas frecuente en nuestro pais, seguida por
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la Leucoplasia Vellosa, Leucoplasia Bucal e Hiperpigmentacién Melanica, observandose una alta
carga viral asociada a la presencia de lesiones, independientemente del contaje de células
CD4+.

La LVB representa una condiciéon relativamente frecuente en pacientes VIH+ asociada con VEB,
cuya presencia tiene un elevado valor pronéstico, por lo que es considerada un importante
marcador de inmunodeficiencia, especialmente en la infeccién por VIH, ya que
aproximadamente el 10% de los individuos que la padecen presentan SIDA en el momento del
diagnéstico de la lesion, y el 20% la padecera en los siguientes 8 meses al mismo (10).

Con respecto a su agente causal, VEB es un miembro de la familia Herpesviridae, subfamilia
Gammaherpesvirinae, que infecta linfocitos y células epiteliales. Los estudios de
seroprevalencia de VEB indican que mas del 90% de la poblacién mundial presentan
anticuerpos para VEB, siendo este el agente etioldgico de enfermedades malignas que incluyen
linfomma de Burkitt's y carcinoma nasofaringeo, Linfoma de células B, entidades caracterizadas
por una infeccion latente de VEB y proliferacion celular. (11,12) .Adicionalmente existen
reportes en la literatura que han demostrado una asociacion de C albicans en lesiones de LVB
(13,14).

Considerando que existen reportes en la literatura donde se ha observado la asociacion de
Candida albicans. en lesiones de LVB, el objetivo del presente estudio fue determinar la
prevalencia de la infeccion por este hongo en lesiones de Leucoplasia Vellosa Bucal en un
grupo de pacientes VIH+ en una muestra de la poblaciéon venezolana.

MATERIAL Y METODOS

En la presente investigacion se incluyeron 21 pacientes adultos VIH+, con lesiones clinicas de
Leucoplasia Vellosa Bucal, 11 bajo terapia antiretroviral y 10 sin terapia, y 10 pacientes
adultos VIH- con lesiones hipergueratdsicas de la mucosa bucal, provenientes del Centro para
la Atencion de Pacientes con Enfermedades Infectocontagiosas de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Central de Venezuela. Se excluyeron de este estudio pacientes con lesiones
blancas previamente diagnosticadas como liquen plano bucal .

A cada uno de los pacientes se le realizé una detallada historia clinica, asi como una minuciosa
evaluacion clinica, realizada en todos los casos por el mismo examinador, siguiendo los
criterios clinicos de Clearinghouse (15) Todos los pacientes firmaron el consentimiento
informado antes de ser incluidos en el estudio. Aquellos pacientes con lesiones blancas fueron
seleccionados de acuerdo a los criterios de leucoplasia bucal reportados por Axell y col. (16)

Una vez realizada la evaluacion clinica, se tomaron muestras para biopsia de los pacientes que
presentaron lesiones en la cavidad bucal, para confirmar el diagnéstico de Leucoplasia Vellosa,
asi como el raspado de las mismas con espatula 7A para la deteccion de C albicans. El raspado
para la recoleccion de las muestras se realizd con la parte roma del instrumento;
posteriormente las mismas fueron sembradas en medio de cultivo selectivo para el crecimiento
de C albicans (Agar Dextrosa Sabouraud con cloranfenicol) y llevados a la estufa a una
temperatura de 37°C por 48h en condiciones de aerobiosis. En los casos donde hubo
crecimiento de levaduras, se tomd una pequefia porcion de la colonia y se sembro en Placas de
Petri con Agar Dextrosa Sabouraud s con la finalidad de lograr el crecimiento de colonias
separadas en la superficie del medio para su posterior identificacién. Los medios de cultivo
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inoculados fueron incubados a 37°C por 24-48 horas en condiciones de aerobiosis.

Posteriormente se realizd la observacion macroscopica para determinar si existian o no
manifestaciones caracteristicas del crecimiento de C albicans, incluyendo: color, forma,
tamarfo y consistencia de las mismas.

A partir de las colonias obtenidas se realizé un examen directo con la finalidad de observar la
presencia de levaduras, empleando para ello un microscopio optico de luz marca Leitz con
lente de 40X. Una vez visualizadas las levaduras se procedié a la realizacion de pruebas
rapidas para la identificacién del hongo. Se realizaron dos tipos de pruebas rapidas: produccion
de tubo germinal (filamentizacién en suero) y produccion de claminoconidias.

Para la realizaciéon de la primera prueba se tomé una pequefia porcién de la colonia y se
sembré en 0,5 ml de suero humano, luego de lo cual se procedié a su incubacion en la estufa a
37°C por 2 horas, al cabo de las cuales se tomdé una muestra del mismo, se llevé a una lamina
portaobjeto y se realiz6 la observacion macroscopica al fresco. Esta es una prueba rapida para
identificar C. albicans, ya que es la Unica levadura que produce tubos germinales en un tiempo
corto, los cuales se observaron como extensiones de levaduras semejantes a las hifas y que
usualmente se producen sin una constriccidn en su punto de origen.

Para la produccién de claminoconidias se sembré una pequefa porciéon de una colonia en el
medio Bilis-Agar, se incub6 a 28°C por 48-72 horas, posterior a lo cual se procedié a tomar un
in6culo en lamina portaobjeto para su observacion microscoépica, evidenciandose como
estructuras esféricas o redondas, de doble pared, localizadas generalmente en los extremos
terminales de las hifas tabicadas y/o pseudohifas.

Se realizaron coloraciones especificas para hongos, incluyendo la coloracién de PAS y método
de Grocott. Se consideraron positivas las muestras al PAS cuando tomaron un color magenta
(rojo purpura,) mientras que con la coloracion de Grocott los hongos se observan de color
negro.

RESULTADOS

En el presente estudio fueron evaluados 21 pacientes VIH+ con lesiones clinicas de Leucoplasia
Vellosa Oral, 20 de ellos pertenecian al género masculino (95%) y uno solo al femenino (5%),
en edades comprendidas entre 21 y 60 afios (45,5 * 12.3). Adicionalmente se incluyeron 10
pacientes VIH- con lesiones hiperqueratésicas de la mucosa oral, 6 de los cuales fueron del
género masculino (60%) y 4 del femenino (40%) con un promedio de edad de 51,94 + 16,8y
un rango entre 21 y 70 afios de edad. Con respecto al estilo sexual en el grupo VIH+ se
observé un predominio de hombres que tenian sexo con hombres 20/21 (95%), y solo 1/21
era heterosexual (5%), mientras que en el grupo VIH- todos fueron heterosexuales.

En relacion a la distribucién de los pacientes VIH+ con Leucoplasia Vellosa Oral, y la
localizacion anatémica de la lesion, se observé que 9/21 (43%) de los pacientes tenian la
lesion localizada en el lado izquierdo de la lengua, 10/21 (47%) en el lado lateral derecho,
1/21 (5%) en ambos bordes laterales de la lengua y 1/21 (5%) en la mucosa oral

Referente a los pacientes VIH- con lesiones hiperqueratdsicas, se observo la lesion en la
mucosa del carrillo izquierdo en 3/10 (30%) de los casos, en el lado derecho en 1/10 (10%),
en ambos lados en 4/10 pacientes (40%) y en 2/10 (20%), se observé tanto en la mucosa oral
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como en la lengua.

El diagndstico clinico de Leucoplasia Vellosa Oral fue confirmado en todos los pacientes VIH+
mediante el estudio histopatolégico observandose paraqueratosis, superficie corrugada e
irregular del epitelio de superficie, células con cambios de nucleo claro, patron de marginacion
periférica de cromatina, acantosis, cambios coilociticos o células balonizadas en la capa de
células espinosas. (Fig N° 1)

Fig 1
Aspecto histopatoldgico de Leucoplasia Vellosa Bucal. Hematoxilina y Eosina.
Magn original: X 40

En el grupo de los pacientes VIH- con lesiones hiperqueratdsicas de la mucosa oral, un solo
caso presentd ortoqueratosis, acantosis y displasia epitelial severa, un caso fue diagnosticado
como Liquen Plano Bucal, y 8 como Ortoqueratosis/ Paraqueratosis y Acantosis, cambios
compatibles con queratosis friccional.

Con respecto a la positividad para Candida en pacientes VIH+ segun los distintos métodos
empleados se pudo observar que mediante el cultivo en Agar Sabouraud 6/21 (29%) de los
pacientes fueron positivos y 15/21 (71%) fueron negativos. Con respecto a la coloracién de
Grocott, todos los 21 pacientes fueron positivos, mientras que con la coloracion de PAS, 17/21
(81%) de los pacientes fueron positivos y 4/21 (19%) fueron negativos.
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En el caso de los pacientes VIH- con leucoplasia bucal, 1/10 (10%) resulté positivo mediante el
cultivo en Agar Sabouraud y 9/10 (90%) fueron negativos. Mediante la coloraciéon de Grocott
todos los pacientes (10) fueron negativos para la presencia del hongo, e iguales resultados
fueron obtenidos con la coloraciéon de PAS. (Figs 2 y 3)

Fig 2
Imagen de LVO con coloracion especial de Grocott Magn Orign X20. La imagen muestra
hifas de Candida albicans en el epitelio de la muestra de Leucoplasia vellosa Bucal
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Fig 3
Deteccion de Candida albicans mediante coloracion especial de PAS. Magn Orign X 20.

DISCUSION

La capacidad de C. albicans de producir cambios dramaticos en la morfologia celular bajo una
variedad de sefiales microambientales ha atraido mucha atraccién ya que este efecto puede
ser responsable de la principal contribucion a la virulencia de este organismo (17). Analisis
genéticos y moleculares han confirmado esta hipétesis y han demostrado que los genes que
gobiernan la morfologia celular son co-regulados con los genes que codifican para factores de
virulencia tales como proteasas y adhesinas. (17).

Los mecanismos regulatorios de transcripcion de C. albicans aseguran que la hifas sean
producidas concomitantemente con factores de virulencia, resultando en células que se
adaptan para la invasion de los tejidos en individuos inmunocomprometidos. Las hifas son
capaces de ejercer fuerzas mecanicas, permitiendo la penetraciéon de las superficies epiteliales,
y produciendo dafio en el endotelio, permitiendo el escape de C. albicans del torrente
sanguineo del hospedero. Por ello la morfogénesis de las hifas es parte integral de el
mecanismo de virulencia de C. albicans. (17)

En la presente investigacion nos planteamos como objetivo la deteccién de C albicans en
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lesiones de Leucoplasia Vellosa Bucal de un grupo de pacientes venezolanos VIH+ y VIH-.

La distribucion de la poblaciéon estudiada por género demostré que el 95% de los individuos
VIH+ con LVB correspondian al género masculino y el 5% al femenino, con edades
comprendidas entre 21 y 60 afios. Estos resultados difieren de otras investigaciones (18), que
han reportado al género femenino como el mas afectado y coinciden con otros autores que
refieren al género masculino como el mas prevalente (19).La notoria prevalencia de la
infeccion por VIH observada en hombres puede ser debido a los altos indices de transmision
entre hombres que tienen sexo con hombres, que en nuestro estudio alcanzé la cifra del 95%,
datos estos similares a los reportados por otros autores (19).En relacién a la distribucién de los
pacientes con LVO segun el rango de edad, se observé que el promedio fue similar entre el
grupo VIH+ y VIH-

Con respecto a las caracteristicas clinicas de la lesidon, nuestros resultados coinciden con
reportes previos en la literatura donde se describe a esta entidad como lesiones blancas, no
removibles que se desarrollan en los bordes periféricos de la lengua, uni o bilateralmente. Su
superficie puede ser plana corrugada o vellosa y usualmente aparece en pacientes con
inmunosupresion severa, especialmente aquellos que viven con VIH (20,21).

Es importante resaltar que en nuestro estudio se realizaron dos tipos de tinciones especiales
para determinar la presencia de C albicans en las lesiones de LVB, el primero de ellos fue
impregnacion por sales de plata, método de metelanina-nitrato de plata (Método de Grocott), y
el otro el Método de PAS, con acido periédico de Schiff. El 100% de los pacientes resultaron
positivos para Grocott, evidenciandose las hifas de C albicans en la capa cérnea. Con la técnica
de PAS, se observo que la mayoria de los pacientes (81%) fue positivo para C albicans, sin
embargo, la primera de ellas fue una técnica de una mayor sensibilidad y especificidad para la
deteccion del hongo. Se observé una mayor prevalencia de la infeccién por C albicans en
pacientes VIH+ lo que demuestra que la presencia del hongo, constituye un factor fuertemente
asociado a los pacientes con LVB.
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