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Determination and characterization of candida speciesin people living with hiv/aids who
attend an urban hospital

1. RESUMEN

Candida es reconacida actualmente como patdgeno oportunista asociado con episodios de candidiasis oral
recurrente en personas que viven con VIH/sida (PVVS). Hay mas de 150 especies do Candida de las cuales
10 son consideradas patdgenos importantes para €l ser humano siendo las principales especies aisladas en
candidiasis oral: C. albicans, C. glabrata, C. tropicales y C. parapsilosis. El presente estudio serealiz6 con
el objetivo de determinar y caracterizar la presencia do las diferentes especies de Candida en infecciones a
nivel oral de las PVVS que asistieron a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia’ del Hospital General San
Juan de Dios.

Durante el periodo comprendido de abril a julio del afio 2006 fueron recolectadas en Guatemala 68
cepas de Candida provenientes de 56 pacientes con candidiasis oral que viven con VIH/sida (12/56. 21.4%
femeninasy 44/56, 78.6% masculinos). A cada paciente lefue solicitado su consentimiento y posteriormente
se recolectaron datos en una encuesta para obtener informacion clinica del mismo. Seguidamente seaislé e
identificé cada cepa mediante pruebas fenotipicas. Finalmente a todas las cepas se les determiné € perfil de
susceptibilidad antifungica mediante el sistema Sensititre® Y eastOne. L os datos fueron analizados mediante
estadistica descriptiva.

Se observé que las principales especies del género Candida identificadas en el estudio fueron C.
albicans (52/68, 76.4%) seguido por C. glabrata (10/68, 14.7%). Solamente dosaislamientos de C. dubliniensis
(2/68, 2.9%) fueron observados, siendo este el primer reporte en Guatemala. Las coinfecciones mas frecuentes
en estos pacientes fueron las fungicas (8/35, 22.8%) seguidas por lasbacterianas, especificamente tuberculosis
(13/35, 37.1%). Lamayoria(45/56, 80.3%) no poseian tratamiento antirretroviral ya que eran pacientes que
visitaban por primera vez la clinica. Los principales tipos de candidiasis oral detectados fueron la
pseudomembranosa (64/68, 94.1%) seguida de laeritematosa (2/68, 2.9%). Lamayoria de los aislamientos
fueron susceptibles a los antifungicos evaluados (fkiconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina y voriconazol),
presentando Unicamente resistencia C glabrata a itraconazol y afluconazol (10/64, 15.6% y 1/64, 1.6%,
respectivamente), datos similares a los obtenidos en México, Estados Unidosy Canada (1, 2).
| En conclusion, los datos obtenidos en el presente estudio constituyen el primer registro en € que se
describen alas diferentes especies de Candida en personas que viven con el VIH/sida en Guatemala.
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2. INTRODUCCION

Candida es un patdgeno oportunista que causa una
de las infecciones definitorias de sida mds frecuente,
llamada candidiasis oral. Actualmente se ha
reportado la resistencia de este patogeno a los azoles
(agentes antifingicos altamente efectivos y de baja
toxicidad) utilizados frecuentemente en la
prevencion y terapia para la candidiasis (3).

C. dubliniensis posee caracteristicas morfologicas
y fenotipicas similares a aquellas de C. albicans;
por lo que C. dubliniensiy no es identificada con
los métodos de rutina utilizados (4). Por lo anterior
es indispensable diferenciar las especies de Candida
en consideracion a la significancia clinica de esta
levadura en personas viviendo con VIH/sida (PVVS)
en Guatemala.

Las pruebas fenotipicas para la identificacion de las
especies de Candida se utilizan como una
herramienta para la identificacion de estos
microorganismos.

Hoy en dfa existen técnicas moleculares para la
identificacidn de microorganismos, las cuales son
muy precisas vy exactas. Sin embargo, la
combinacién de pruebas que manifiesten
caracteristicas fenotipicas de las levaduras pueden
ser de gran utilidad en laboratorios que no cuentan
con los recursos para la realizacién de pruebas
genéticas (3, 4).

Por lo anterior el objetivo de este estudio fue
determinar y caracterizar las especies de Candida
en lesiones orales en las personas viviendo con VIH/
sida (PVVS).
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3. MATERIALES Y METODOS
Diseiio del estudio

Se realizo un estudio descriptivo, prospectivo para
caraclerizar las especies de Candida. El muestreo
llevado a cabo fue de tipo no probabilistico por
intencidn o conveniencia, realizado durante los
meses de abril a julio del afio 2006 en la Clinica
Familiar Luis Angel Garcia —Asociacion de Salud
Integral (ASD)- ubicada en el Hospital General San
Juan de Dios. Fueron incluidos un total de 56
pacientes (HIV/sida) con candidiasis oral.
Coleccidon de muestras clinicas y datos

Se incluyeron 56 muestras de hisopado oral
provenientes de las lesiones orales causadas por
Candida en los pacientes incluidos.

Se recolectaron los datos clinicos anotados en los
expedientes médicos mediante una cncuesta.
Posteriormente se realizé una base de datos de los
registros de los expedientes (esta incluyé nombre
del paciente, género, edad, procedencia, recuento
de linfocitos totales, recuento de células CD4+, carga
viral, antecedentes de terapia antirretroviral, nimero
de historia ¢linica, nimero de muestra, nimero de
cultivo de hongos, microorganismo aislado y

susceptibilidad antifungica).
Preparacion y tratamiento de las muestras.

La muestras fueron inoculadas en Candida
CHROMagar. La determinacion de la especie fue
basada en un andlisis microbioldgico fenotipico que
incluyd la produccidon de tubos germinales,
crecimiento a diferentes temperaturas, andilisis de
la pigmentacion en Candida CHROMagar,
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produccién de clamidosporas y diferenciacion
mediante utilizacién de carbohidratos (APT® 32C).

Produccién de tubos germinales

Se buscaron colonias sugestivas de C. albicans,
las cuales se suspendieron en suero humano. Se
considero prueba positiva la presencia de filamentos
que surgieron de las levaduras y como prueba
negativa las levaduras sin cambio. Tanto C. albicans
como C. dubliniensis producen tubos germinales,
a diferencia de las otras especies de Candida (3, 6).

Crecimiento a diferentes temperaturas

Se inocularon las colonias que presentaron tubos
germinales positivo en tres placas de agar sabouraud,
una fue incubada a 37°C, laotraa 42°C y ladltima
a 45°C. C. dubliniensis
crecimiento a 37°C, escaso o nulo a 42°C y no

pl‘esenta un bhuen

crece a 45°C. La mayor parte de cepas de C. albicans
crece incluso a 45°C, aunque en escasa cantidad

(3).

Andlisis de pigmentacion de las colonias en el
medio Candida CHROMagar

Se inocularon directamente las muestras en candida
CHROMagar vy se consideraron colonias presuntivas
de C. dubliniensis aquellas de color verde oscuro o
verde azulado, C. albicans de color verde claro, C.
glabrata aquellas rosa rojizo ptrpura, C. tropicalis
de azul, C.krusei rosa pdlido con bordes blancos y
finalmente presuntivas de C. parapsilosis aquellas
blanco marfil (3).
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Produccion de clamidosporas
Se inocularon las colonias sugestivas de

C. dubliniensis y C. albicans en el medio papa-
zanahoria. La mayor parte de cepas de C. albicans
no producen clamidosporas o las producen en escasa
cantidad a diferencia de C. dubliniensis que produce
abundantes o regular cantidad (7-9).

Diferenciacién mediante utilizacion de
carhbohidratos (API® 32C)

Todas las cepas fueron identificadas mediante el
sistema semiautomatizado API® 32C (Biomérieux,
Inc.) (3, 10).

Este sistema de identificacion estd compuesto por
diferentes pruebas de asimilacion y por una base de
datos especialmente adaptada. Permite identificar
63 especies diferentes de organismos levaduriformes
o relacionados y fue utilizada manualmente (3, 10).
La galeria se compone de 32 cipulas: 29 contienen
cada una un sustrato carbonado deshidratado, una
es el control negativo, otra detecta la sensibilidad a
la cicloheximida y la dltima es una prueba
colorimétrica para la esculina (3, 10).

La lectura de estas reacciones se realizd por
comparacion con un control de crecimiento y la
identificacién se obtuvo a partir de un cédigo
numeérico, mediante un programa informatico (3,
10).

Susceptibilidad antifiingica por microdilucién
colorimétrica: Sensititre® YeastOne

A todas las cepas les fue determinada la
susceptibilidad antifingica mediante el sistema
Sensititre YeastOne (TREK Diagnostics) (11).
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Se prepard una suspension de trabajo conteniendo
aproximadamente 1.5 x 10° UFC/ml de levadura en
el caldo YestOne (AccuMed International) (11).
Seguidamente los paneles YestOne fueron
rehidratados inoculando 100 ml de la suspension de
trabajo en cada pozo. Simultineamente fue
inoculada una placa de agar sabouraud con 10 ml
de la suspension de trabajo como control de
crecimiento (Un indculo correcto produjo 15 a 80
colonias) (11).

Cada panel fue cubierto con un sello plastico e
incubado a 35°C en condiciones acrébicas durante
48 horas.

Posteriormente se procedio a la lectura de cada panel
uttlizando luz artificial (11).

El crecimiento de levaduras en

las soluciones antifingicas se determind por
el cambio en el indicador de crecimiento de azul
(negativo) a rojo (positivo). La concentracidn
minima inhibitoria (CIM), fue interpretada como la
menor concentracion en la que el agente antitingico
inhibié sustancialmente el crecimiento del
organismo que pudo detectarse por medio de un
cambio de color rojo (crecimiento) a azul (no
crecimiento) (11).

Aspectos Eticos. A todos los pacientes que
cumplian con los criterios de inclusion se les informo
de la naturaleza del estudio y les fue solicitado su
consentimiento para tomar la muestra cuando habia
indicacion medica.

Analisis de Datos. Los datos fueron analizados
mediante estadistica descriptiva.
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4. RESULTADOS

Durante un perfodo de cuatro meses
(comprendido de abril a julio del afio 2006) se
procesaron muestras de raspado de la mucosa oral
provenientes de 56 personas viviendo con VIH/sida
(PVVS). Los porcentajes de las principales especies
del género Candida identificadas en el estudio de
acuerdo a las manifestaciones orales de los pacientes
sc presentan en Grafica 1. El 77% corresponde a
Candida albicany siendo la levadura mds aislada
(52/68) seguido por 15% de Candida glabrata (10/
68). Como pudo observarse Candida albicans fue
el agente causal mds  aislado  en candidiasis
pseudomembranosa, eritematosa y queilitis angular,
Las otras especies de Candida aisladas (C. glabrata,
C. tropicalis, C. dublinensis v C. parapsilosis)
solamente fueron aisladas de aquellos pacientes que
presentaron candidiasis pseudomembranosa.

.
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Grafica 1. Manifestaciones bucales de acuerdo a la especie de levadura
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La informacion demogréfica de los pacientes que
participaron en el estudio se encuentra en Tabla 1,
en la cual se reportaron los datos de acuerdo a la
especie de Candida aislada y a las manifestaciones
orales. La media (35 afios) y la mediana (32 afios)
de la edad de los pacientes fueron semejantes en
cada especie de Candida aislada. EIl 78.6% eran
hombres (44/56); el 48.2% de poblacidn procedia
fuera de la capital (27/56) y el 46.4% de la ciudad
capital (26/56).

El estado de los pacientes incluidos en el estudio
de acuerdo a los datos recopilados en la entrevista y
a los revisados en el expediente clinico de cada
paciente se describe en la Tabla 1. El recuento de
linfocitos se mantuvo entre 1000-2000 (valor nor-
mal 2000-4000), solo dos casos se presentaron con
recuentos mayores de 3000 (3.6%). Con respecto

55
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Eritematosa B Pseudomembranos:

60 80

al recuento de células CD4+/ul, el 69.6% fue menor
de 200 células (39/56) y Unicamente un paciente
presentd un recuento mayor a 500. El 76.8% de los
pacientes (43/56) tenia cargas virales muy elevadas,
por arriba de 10,000 copias HIV RNA/ml, siendo
la media de 338,742 y tinicamente uno (1.8%) estuvo
debajo de 10,000 copias. Con respecto a la terapia
menos del 19.6% (11/56) de la
poblacién contaba con triple terapia antirretroviral

antirretroviral
al momento del estudio, siendo zidovudina,
lamivudina y efavirenz el principal tratamiento de
eleccidn.
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‘Tabla 1. Dulos demopralicos v caracteristicas clinicas de personas viviendo con VIIFSIDA {(PVVS) ineluidas cn ¢
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Las coinfecciones observadas fueron clasificadas
como fungicas, bacterianas, virales y parasitarias
(Gréfica 2).
fueron las fuingicas: 7 casos de histoplasmosis
(20%), 2 de criptococosis (5.7%) y 5 P. jiroveci

Las coinfecciones mas frecuentes

fue la tuberculosis (37.1%). Ademds pudo
observarse que en Candida albicans se manifestaron
otras coinfecciones virales y en el caso de Candida
glabrata 1a tuberculosis fue la coinfeccidon que

predomind.

(14.3%). La coinfeccion bacteriana, mas frecuente

Grafica 2, Coinfecciones presentadas por las personas viviendo con VIH/sida (PVVS) que participaron en
el estudio (N = 56)
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En la Grafica 3 sc observa cl perfil de
susceptibilidad antifingica de los aislaamientos. Los
aislamientos de C. glabrata presentaron el 1.6% de
resistencia a fluconazol (FLU) (1/64) y el 15.6% a
itraconazol (ITR) (10/64), cn tanto que los de C.
albicans solamente presentaron el 1.6% de
resistencia a ITR (1/64). Ninguna dc las otras
especies de Candida presentd resistencia a los
antifingicos ensavados.

Todas las especies estudiadas fueron
susceptibles a voriconazol y 5-tluorocitosina. El
14.1% de los aislamientos de Candida glabrara (9/
64) y el 1.6% de los de C. albicans (1/64)
presentaron susceptibilidad a FLU dependiendo de
ladosis. El 1.6% de los aislamientos de C. tropicalis
(1/64) tueron susceptibles a ITR dependiendo de la
dosis.

Grdfica 3. Susceptibilidad antifiingica de los aislamicntos de Candida provenientes de las personas viviendo

con VIH/sida (PVVS) (N=64)
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5. DISCUSION

En el grupo de pacientes en estudio se aislo en forma
predominante 76.4% de C. albicans (52/68), seguido
por 14.7% de C. glabrata (10/68), 4.4% de C.
tropicalis (3/68), 2.9% de C.dubliniensis (2/68) y
el 1.4% de C. parapsilosis (1/68).
identificadas por primera vez en Guatemala dos

Fueron
cepas de C. dublinensis (3%) provenientes de la
mucosa oral mediante pruebas fenotipicas, aunque
solo con pruebas genotipicas podria confirmarse esta
nueva especie con base en la especificidad que
noseen las pruebas moleculares (3, 4).

Los datos obtenidos son consistentes con un estudio
en Africa del Sur, en el que se obtuvieron 78.6% de
aislamientos de C. albicans vy 21.4% de otras
especies de Candida. En este estudio las especies
de Candida no albicansy aisladas fueron C. glabrata,
C. tropicalis, C.krusei, C. parapsilosis y
C.dubliniensis (12). Especies que también fueron
aisladas en esta investigacion con excepcion de C.
krusei la cual no fue aislada en ninguno de los
participantes.  En un estudio semejante llevado a
cabo en México se reportd que C. glabrata fue la
especie de Candida no albicans mas frecuentemente
aislada en la infeccién oral de los pacientes con sida
(18.7%), seguida por C. tropicalis (5.9%) (1). Estos
datos son similares a los obtenidos en el presente
estudio.

No se poseen registros epidemioldgicos confiables
en cuanto a la presencia de la candidiasis oral en
pacientes VIH positivos de Guatemala. Estudios
en otros paises sefialan que las variantes clinicas de
candidiasis eritematosa y atréfica aguda son las mas
por
pseudomembranosa y queilitis angular, la variante

frecuentes, seguida las  formas

hiperplasica es la menos comun (13, 14).
En este estudio se observd que la candidiasis
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pseudomembranosa (PSC), fue la predominante,
seguida por la forma eritematosa (EC) v queilitis
angular (QA). Estos resultados son semejantes con
los de Venezuela excepto en el caso de la forma
eritematosa que fue la menos frecuente en dicho pais
(15).
evidenciado que la candidiasis eritematosa suele ser

Algunas publicaciones recientes han

la forma mas trecuentemente subdiagnosticada en
las manifestaciones orales del VIH (16).

La candidiasis oral es la infeccién oportunista mas
comun observada en PVVS ya que se ha encontrado
en pacientes con un recuento de células CD4+
incluso de 400; mas del 90% de estas personas han
sufrido un episodio de candidiasis oral durante el
transcurso del desarrollo del sida v se considera un
importante marcador de progresion de la infeccion
viral: datos similares a los de la presente
investigacion (18, 19), En sumayoria los pacientes
de este estudio poseian recuentos bajos de linfocitos
(<2,000/mm?), recuento de células CD4+/ml
disminuido y la carga viral aumentada. A este hecho
también se le atribuye el alto porcentaje de
aislamientos de Candida no albicans que
generalmente pueden estar colonizando la cavidad
oral en personas que no poseen VIH y se convierten
en potenciales patogenos cuando hay supresion de
la inmunidad de la mucosa oral (20).

La carga viral fue reducida por la utilizacion de
terapia antirretroviral (ARV) y favorecidé el proceso
de reconstitucién inmune. Recientes datos
experimentales han mostrado que algunas moléculas
antirretrovirales relacionadas a los inhibidores de
proteasas también pueden interferir en la infeccion
por Candida mediante inhibicién de proteasas
flingicas secretorias. Algunas de estas enzimas son
similares a las proteasas del VIH y se ha demostrado
que poseen un papel patogénico en la invasion de
las mucosas (1). La mayoria de pacientes incluidos
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en este estudio (45/56, 80%) no se encontraba bajo
ningtdn tratamiento, bdsicamente por ser paclentes
reci¢n diagnosticados (20).

Las coinfecciones mds observadas en este estudio
fueron las infecciones fingicas debidas a: H.
capsulatum, C. neoformans'y Pneumocystis jirovect,
seguidas por las coinfecciones bacterianas,
principalmente M. tuberculosis. Sobre estos datos
se posee un subregistro en Guatemala por ello no se
mencionan los datos regionales. Sin embargo, en
una revision llevada a cabo en Venezuela se encontrd
coinfeccidn en 43 de los 419 pacientes en estudio
con sida; los cuales presentaban diagndstico de
enfermedad micdética profunda tales como
histoplasmosis, criptococosis,
paracoccidioidomicosis y candidiasis sistémica (21).
Estos datos son semejantes a los hallazgos de csta
investigacién con  excepcion de la
paracoccidioidomicosis v la candidiasis sistémica,
las cuales no fueron observadas.

Los tratamientos topicos sugeridos para casos leves
vy moderados de candidiasis eritematosa y
pseudomembranosa incluyen nistatina en suspension
oral o bien la utilizacién de évulos de nistatina. En
casos severos se recomienda la utilizacién de
fluconazol o itraconazol. Estos dos ultimos
medicamentos deben reservarse para aquellos casos
en los que haya fallado el tratamiento tépico con
nistatina. La accion sistémica del fluconazol y del
itraconazol pueden retrasar el diagndstico de otras
enfermedades fungicas sistémicas como la
criptococosis y la histoplasmosis (22).

En cuanto a susceptibilidad se pudo determinar que
C. glabrara presenté resistencia a FLU e ITR en
tanto que C. albicans solamente presento resistencia
a ITTR. Estos resultados son semejantes a los
reportados en un estudio en México en el que se
encontro resistencia a itraconazol en los aislamientos

60

de C. albicans v

<

C. glabrata ( 8.1% v 20%,
respectivamente) (1). En dicho estudio también se
observo resistencia de C. glabrata a fluconazol
(5.7%). Algunos reportes indican que C. glabrata
puede presentar resistencia intrinseca a los azoles y
los factores asociados a ello incluyen la exposicion
previa y recuentos de células CD4+ bajos. Ademas
se ha descrito que en gencral las especies de
Candida no albicans pueden presentar facilmente
resistencia a los azoles (1, 16).

Ninguna de las otras especies presento resistencia
alos antifingicos ensayados. Solamente presentaron
susceptibilidad dependiendo de la dosis a FLU
Candida glabratay C. albicans vy el 1.69% (1/68)
de C. tropicalis mostrd susceptibilidad a ITR
dependiendo de la dosis. En general, los patrones
de susceptibilidad de los aislamientos guatemaltecos
no difieren de aquellos obtenidos en México,
Estados Unidos y Canadd. Sinembargo, se observa
mayor nimero de cepas susceptibles incluso mads
que en los aislamientos mexicanos, probablemente
porque la mayoria de los pacientes eran tratados por
primera vez con los medicamentos evaluados (1, 2).
A pesar de que varios estudios han dado mucha
importancia al aislamiento de C. dubliniensis por
ser la nueva especie de Candida asociada a
candidiasis oral en PVVS, ninguna de las cepas
aisladas de esta especie mostro resistencia. Los
datos obtenidos son semejantes a los obtenidos en
Irlanda en donde se demostrd que esta especie posee
susceptibilidad inherentemente a los antifingicos
comunmente utilizados y su resistencia se presenta
cuando se induce por la exposicion a la droga (23).
En conclusion, puede mencionarse que este estudio
es el primer registro donde se describen a las
diferentes especies de Candida en personas que
viven \ conviven con el VIH/sida en Guatemala con
sus pertiles de susceptiblidad a los antiftingicos y
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en el cual se repona la nueva especie de Candida
(C. dubliniensis) asociada a estainfeccion en dicho
pais, lacual fueidentificada con pruebasfcnotipicas.
Ademas de reportarse la Candidiasis
pseudomembranosa, como €l tipo de manifestacion
oral predominante en | os participantesde lapresente
investigacion.
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