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I. RESUMEN

Candida es reconocida actualmente como patdogeno oportunista asociado con episodios
de candidiasis oral recurrente en personas que viven con VIH/sida (PVVS). Hay mas de 150
especies de Candida, de las cuales 10 son consideradas patdgenos importantes para el ser
humano, siendo las principales especies aisladas en candidiasis oral: C. albicans, C. glabrata,
C. tropicales, C. parapsilosis. Por lo que el presente estudio se realizd con el objetivo de
determinar y caracterizar la presencia de las diferentes especies de Candida en infecciones a

nivel oral de las PVVS.

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% femeninas y 44/56, 78.6% masculinos). A cada paciente le fue
solicitado su consentimiento y posteriormente se recolectaron datos en una encuesta para
obtener informacion clinica del mismo. Seguidamente se aislo e identificd cada cepa mediante
pruebas fenotipicas (aislamiento en Candida CHROMagar produccion de tubos germinales,
crecimiento a distintas temperaturas, API® 32C y produccion de clamidosporas). Finalmente a
todas las cepas se les determind el perfil de susceptibilidad antifingica mediante el sistema

Sensititre® YeastOne. Los datos fueron analizados mediante estadistica descriptiva.

Se observo que las principales especies del género Candida identificadas en el estudio
fueron C. albicans (52/68, 77%) seguido por C. glabrata (10/68, 15%). Solamente dos
aislamientos de C. dubliniensis (2/68, 3%) fueron observados, reportandose por primera vez en
Guatemala. Las coinfecciones mas frecuentes en estos pacientes fueron las fungicas (8/35,
22.8%) seguidas por las bacterianas especificamente tuberculosis (13/35, 37.1%). La mayoria
(45/56, 80.3%) no poseian tratamiento antirretroviral debido a que eran pacientes que visitaban
por primera vez la clinica. Los principales tipos de candidiasis oral detectados fueron la
pseudomembranosa seguida de la eritematosa. La mayoria de los aislamientos fueron
susceptibles a los antifungicos evaluados (fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina y
voriconazol), presentando inicamente resistencia C. glabrata a itraconazol y a fluconazol
(10/64, 15.6% y 1/64, 1.6%, respectivamente), datos similares a los obtenidos en México,

Estados Unidos y Canada.



En conclusion, los datos obtenidos en el presente estudio constituyen el primer registro
en el que se describen a las diferentes especies de Candida en personas que viven con el
VIH/sida en Guatemala. Asi también se documenta la resistencia de C. glabrata a itraconazol
y fluconazol y se reporta por primera vez la especie de Candida (C. dubliniensis) asociada a

esta infeccion; la cual es necesario confirmar a través de pruebas moleculares.



Il. INTRODUCCION

Las diferentes especies de Candida son ahora reconocidas como  patdogenos
oportunistas, asociadas con episodios de candidiasis oral recurrentes, en personas viviendo con
VIH/sida (PVVS); las cuales presentan resistencia a los azoles, agentes antifungicos
altamente efectivos y de baja toxicidad utilizados en prevencion y terapia para la candidiasis.
Ademas, han sido aisladas del torrente sanguineo asi como de orina y reportes recientes

sugieren que podrian diseminarse a otros sitios anatémicos (1).

C. dubliniensis posee caracteristicas morfologicas y fenotipicas similares a aquellas de
Candida albicans; por lo que C. dubliniensis no es identificada con los métodos de rutina
utilizados. En raras ocasiones esta especie ha sido reportada en individuos
inmunocompetentes; todo ello debido a que tanto el sistema inmune, como la microbiota oral
normal, previenen el sobrecrecimiento de C. dubliniensis. Sin embargo, cuando las células T

estan disminuidas, ocurre un desequilibrio que tiende a aumentar los niveles de C. dubliniensis

Q).

Por lo anterior, con este estudio se pretendi6é determinar y caracterizar la existencia, y
presentacion clinica de las diferentes especies de Candida en muestras provenientes de la
mucosa oral de PVVS que acudieron a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital
General San Juan de Dios. Asi como establecer una metodologia de trabajo que permitiera la
identificacion en los laboratorios de las diferentes especies de Candida basados en las pruebas

fenotipicas y el perfil de susceptibilidad en pro del bienestar fisico de dichas personas.


http://www.scielo.cl/
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I11. ANTECEDENTES

A. Principales especies del género Candida en candidiasis oral

Hay mas de 150 especies de Candida. De éstas 10 son consideradas patogenos
importantes para el ser humano siendo las principales especies aisladas en lesiones orales: C.
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis y la especie
Saccharomyces cerevisiae. C. albicans puede ser considerada la especie mas importante
debido a que es la causa mas frecuente de la enfermedad; sin embargo como grupo las especies
de Candida no-albicans pueden ser un rival o sobrepasar el nimero de infecciones causadas
por C. albicans; seguido de C. glabrata, la cual posee una susceptibilidad no predecible ademas
de ser frecuentemente recuperada en laboratorios clinicos. En algunas instituciones, en el caso
de infecciones fingicas nosocomiales, su frecuencia es secundaria después de C. albicans; para
lo cual es deseable la identificacion debido a las diferencias en patogenicidad y resistencia; sin
embargo, el tratamiento antirretroviral de alta actividad (HAART) reduce la prevalencia de este

cuadro clinico (3, 4).

La razon del cambio epidemioldgico que esta provocando esta emergencia no esta clara,
aunque se ha sugerido que la reducida sensibilidad de estas especies a los antifingicos

utilizados comunmente, como el fluconazol, puede haber llevado a su seleccion (3, 4).

B. Caracteristicas morfolégicas de Candida dubliniensis

El nombre de Candida dubliniensis deriva de Dublin, la capital de la Reptblica de

Irlanda, donde las primeras especies fueron identificadas en julio de 1995 (2, 5).

Estas levaduras crecen en Agar Papa Dextrosa o Mycobiotic con o sin cicloheximida, a
37 °C después de 48 horas de incubacion. Sus colonias son cremosas, no pigmentadas y
filamentosas. Ademas pueden producir blastoconidias con pseudohifas, hifas verdaderas como
C. albicans, pero no coinciden con los esquemas de identificacion (asimilacion/fermentacion)
existentes en las bases de datos de los ultimos afios. C. albicans es la especie

filogenéticamente mas cercana a C. dubliniensis (6-8).



C. Caracteristicas comparativas entre Candida albicans y Candida dubliniensis

Candida dubliniensis comparte muchas caracteristicas fenotipicas con Candida
albicans. Por lo tanto, la diferenciacion de C. dubliniensis de C. albicans es muy importante
para comprender la significancia clinica y el papel epidemioldgico de esta levadura. Para ello
pueden utilizarse varias pruebas de laboratorio basandose Unicamente en las caracteristicas
fenotipicas tales como: actividad beta glucosidasa, patrones de asimilacion de carbohidratos,
color de la colonia en el medio Candida CHROMagar, crecimiento a 42°C y 45°C, entre otras

(Tabla 1) (2).

Otra caracteristica fenotipica comparativa entre estas dos especies del género Candida
que ha sido estudiada, es la produccion de clamidosporas. Diversos estudios indican que la
mayoria de cepas de C. dubliniensis producen clamidosporas aunque C. albicans también

tiene la capacidad de producirlas pero en menor cantidad, tal como se observa en la tabla 2 (2).

Tabla 1. Principales caracteristicas comparativas entre Candida albicans

y Candida dubliniensis

. ) ) Candida
Caracteristicas Candida albicans o
dubliniensis
Tubos germinales + +
Crecimiento a 42°C + +/-
Crecimiento a 45°C + -
CHROMagar* a 37°C por 48 ]
Verde tierno Verde oscuro
hrs.
Agar sabouraud con azul de Fluorescencia amarilla  Ng fluorescencia
metileno** con lampara de Wood
Actividad beta glucosidasa + -

*Puede cambiar después del almacenaje o en subcultivos, ** no se conserva en subcultivos.
Fuente: Sullivan D, et al. Candida dubliniensis sp. nov.: Phenotypic and Molecular Characterization
of'a Novel Species Associated with Oral Candidosis in HIV-infected Individuals. Microbiology
1995; 141: 1507-1521.
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Tabla 2. Identificacion de C. dubliniensis por la formacion de

clamidosporas.
C. dubliniensis C. albicans
Crecimiento clamidosporas 16/23 1/28
Abundantes 70% 3.6%

Fuente: Rubio-Calvo, C. et al. Detection of Candida dubliniensis in Oropharyngeal
Samples from Human Immunodeficiency Virus - infected Patient in North America
by Primary CHROMagar Candida Screening and Susceptibility Testing of Isolates. J
Clin Microbiol 1998; 36: 3007-3010.

D. Frecuencia de especies de Candida en personas viviendo con VIH/sida (PVVS)

C. albicans y las otras especies de Candida son levaduras oportunistas que han sido
implicadas cada vez mas en candidiasis orofaringea en PVVS y se encuentran especialmente en
pacientes sintomaticos (Tabla 3). Candida dubliniensis no es identificada en pruebas de
laboratorio de rutina, ya que comparte muchas caracteristicas fenotipicas con C. albicans, por

lo que no es reportada (9).

La candidiasis oral causada por especies de levaduras del género Candida es la
infeccidon oportunista mas comun observada en PVVS. Mas del 90% de estas personas han
sido victimas de un episodio de candidiasis oral durante el transcurso del desarrollo del sida, y

se encuentran propensas a padecer nuevos episodios de candidiasis si su recuento de células

CD4+ es inferior a 200 células/mmS. Por el contrario, la terapia antirretroviral es un factor
protector. Hay que considerar que C. dubliniensis no sélo puede presentarse en la cavidad oral

sino puede diseminarse a otros sitios anatomicos (Tabla 4) (2, 8, 10, 11).
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Tabla 3. Incidencias de C. dubliniensis en diferentes tipos de pacientes

VIH+ VIH- Sida
Con sintomas de candidiasis oral 27% 14% 32%
Sin sintomas de candidiasis oral 9% 3% 25%

Fuente: Sullivan D, et al. Widespread Geographic Distribution of Oral Candida dubliniensis
Strains in Human Immunodeficiency Virus-Infected Individuals. J Clin Microbiol 1997; 35(4):
960-964.

Tabla 4. Frecuencia de aislamientos de C. dubliniensis segun la localizacién anatémica

Presentacion No. de I_\/I-uestras Total de Frecuencia
Positivas Muestras %
Heces 8 37 21.6
Cavidad oral o esputo 38 258 14.7
Vagina 1 64 1.5
Piel y unas 0 25 0
Organos profundos 0 27 0
Otros 0 128 0

Fuente: Rubio-Calvo, C. et al. Candida dubliniensis. Lkd. J Clin Microbiol: Prevalence of Candida
dubliniensis Isolates in a Yeast Stock Collection. (1998; 36: 2869-2873) at Soc Esp Quimioter,
2000.

E. Aspectos clinicos, micolégico y terapeuticos de Candida sp.

La prevalencia casi absoluta de Candida albicans y la ausencia de resistencia a los
antimicoticos que caracterizaban los estudios de candidiasis oral va cediendo terreno a la
aparicion de cepas menos sensibles y adicionalmente a otras especies como C. glabrata, C.
tropicalis y C. krusei las que se reportan como patdgenos oportunistas en la cavidad oral con

frecuencia creciente (12).

La relacion entre la candidiasis bucal y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida es
tal, que esa afeccion se considera un importante marcador de progresion de la infeccion viral.

Con la evolucion de la enfermedad de base, se incrementan de manera considerable la


http://jcm.asm.org/cgi/reprint/35/4/960?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&searchid=1085444595919_5163&stored_search=&FIRSTINDEX=0&volume=35&firstpage=960&search_url=http%3A%2F%2Fjcm.asm.org%2Fcgi%2Fsearch&journalcode=jcm
http://jcm.asm.org/cgi/reprint/35/4/960?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&searchid=1085444595919_5163&stored_search=&FIRSTINDEX=0&volume=35&firstpage=960&search_url=http%3A%2F%2Fjcm.asm.org%2Fcgi%2Fsearch&journalcode=jcm
http://jcm.asm.org/cgi/reprint/35/4/960?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&searchid=1085444595919_5163&stored_search=&FIRSTINDEX=0&volume=35&firstpage=960&search_url=http%3A%2F%2Fjcm.asm.org%2Fcgi%2Fsearch&journalcode=jcm
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recurrencia y la recidiva de los episodios de candidiasis orofaringea. Lo anterior, obliga a la
administracion reiterada de antifungicos e incluso, en ocasiones, a su prescripcion profilactica.
Esa utilizacion frecuente e inevitable de los antifingicos, con el riesgo de aparicion de cepas
resistentes y de episodios clinicos refractarios que genera, son un estimulo al desarrollo de
estudios locales que permitan conocer, para una poblacion dada, la capacidad de resolucion de

los episodios clinicos de las diferentes drogas disponibles (12).

F. Presentacion clinica de la infeccion por Candida sp.

C. dubliniensis y las otras especies de Candida son probablemente parte de la
microbiota de la cavidad oral. Pero es posible que C. dubliniensis ocupe otros sitios
anatomicos con el potencial de causar candidiasis, particularmente en pacientes

inmunocomprometidos (2, 8).

Candida spp en raras ocasiones ha sido reportada en individuos inmunocompetentes;
todo ello debido a que tanto el sistema inmune como la microbiota oral normal, previenen el
sobrecrecimiento de Candida spp. Sin embargo, cuando las células T estan disminuidas,

ocurre un desequilibrio que tiende a aumentar los niveles de Candida spp (2).

La mucosa oral presenta propiedades antifungicas que protegen contra la invasion
candidiasica gracias a la presencia de ciertas proteinas y otros factores no determinados. Todas
aquellas circunstancias que alteren la integridad de la mucosa mediante traumatismos,
maceracion u oclusion (como ocurre en los portadores de protesis dentales) favorecen la

adhesion del hongo y la invasion de la mucosa (11).

La saliva constituye uno de los principales antifungicos, ya que tiene la funcién de
barrido mecanico que dificulta la adhesion del hongo y un poder antifingico gracias a sus
componentes proteicos:  Lisozimas, lactoferrina, lactoperoxidasas y glucoproteinas. La
reduccion del pH salival, que habitualmente oscila entre 5.6 y 7.8, como ocurre bajo las protesis
dentales removibles debido a la formacion de placa dental y a la dieta alimenticia, favorece la
adhesion del hongo. Los anticuerpos anti-Candida presentes en la saliva son del tipo IgA

secretor y actan inhibiendo la adherencia de Candida a la mucosa oral. Por todo esto, todas
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aquellas situaciones que reducen la produccion de saliva como la radioterapia local y algunos

farmacos, favorecen la aparicion de candidiasis oral (11, 13).

La microbiota oral regula la proliferacion de hongos, inhibe la adhesion a las superficies
orales por bloqueo de los receptores celulares; compite por los nutrientes y algunas bacterias
producen factores antifingicos. El uso de antibidticos reduce la microbiota bacteriana,
favoreciendo el crecimiento de Candida en la cavidad oral. Los tratamientos con corticoides
topicos en aerosoles, crema o solucion, disminuyen los mecanismos defensivos locales

favoreciendo también la candidiasis oral (11).

Ademas, la cavidad oral es un ambiente complejo y posee una rica microbiota, como
cepas de C. dubliniensis y otras especies del género Candida, entre otras. Las densidades
poblacionales de especies individuales de Candida son probablemente dinamicas y cambian
frecuentemente dependiendo de las condiciones ambientales, incluyendo dieta, tratamiento
farmacologico y estado de inmunocompetencia. Esto quiere decir que las especies mas

resistentes a los cambios pueden sobrepoblar y ser causa de algun tipo de candidiasis (2, 14).

Las candidiasis orales son causadas frecuentemente por mas de una especie y/o cepa del
género Candida, asi que hace dificil determinar que cepas estan activamente contribuyendo a
los sintomas de la enfermedad. C. albicans es la especie mas frecuentemente implicada en
candidiasis oral. Sin embargo, en pacientes con episodios recurrentes de candidiasis, C.
albicans como la especie mayoritaria, puede ser reemplazada por otras especies menos
patogénicas, tales como C. dubliniensis, C. glabrata y C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis
entre otras. Una hipotesis que puede explicar este cambio epidemioldgico es que estas
especies, excepto C. albicans, pueden persistir en la cavidad oral después del tratamiento

antifungico (2, 14).

Seglin estudios de tipificacion molecular, se ha demostrado que cada persona es
colonizada por una cepa unica que persiste durante un tiempo prolongado y es responsable de

las infecciones recurrentes (2, 14).
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Si bien la candidiasis oral puede producirse a veces sin la presencia de sintomas,
cuando estos se presentan, los mas habituales son molestia de diferente grado, una alteracion en
el sentido del gusto (que a menudo se describe como “mal sabor”) y ardor en la boca y
garganta. También son frecuentes unas placas blancas o amarillentas en la boca y la garganta,
que pueden ser eliminadas al rasparlas suavemente; pueden estar acompafadas de rajaduras,
enrojecimiento, dolor e inflamacion en las comisuras de la boca. Un caso cronico puede incluir

llagas bucales (15).

En lo que respecta a las manifestaciones bucales en una candidiasis causada por

Candida spp existen tres tipos; los cuales se describen a continuacion.

1. Candidiasis pseudomembranosa 0 muguet

Se caracteriza por manchas tipicas, y placas blanquecinas o de color crema, a veces
cubiertas por una capa marrén o negra, que se eliminan por raspadura dejando una superficie

sangrante y dolorosa (5, 14, 16).

La candidiasis pseudomembranosa es también conocida como muguet, la forma clinica
mas conocida. Las lesiones se pueden localizar en cualquier zona de la mucosa oral, pero
predominan en la mucosa yugal, orofaringe y margenes laterales de la lengua. En PVVS es

predominante y pueden aparecer formas cronicas dificiles de erradicar (5, 11).

Histologicamente las pseudomembranas estdin compuestas por células epiteliales
descamadas, fibrina, tejido necrotico, restos de alimentos, células inflamatorias y células
candidiasicas con micelio. El estrato corneo del epitelio presenta edema y microabscesos, pero
aun no es invadido por C. albicans. El tejido conectivo subepitelial presenta un infiltrado

inflamatorio mixto con polimorfonucleares, linfocitos y macréfagos (11).

2. Candidiasis eritematosa

La candidiasis eritematosa, mal llamada atrofica, se presenta clinicamente como un area

rojiza de bordes mal definidos en la mucosa oral sin la presencia de placas blanquecinas. Es
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mas frecuente identificarla en el dorso de la lengua y en el paladar. En general es una lesion
asintomatica o que produce un ligero picor, por lo que en muchas ocasiones es un hallazgo

casual. Esta forma es comtin en PVVS (5, 11, 16).

Los hallazgos histopatoloégicos son similares a los encontrados en Ila
pseudomembranosa, con una infiltraciéon de polimorfonucleares en el tejido conectivo, cierta
atrofia epitelial y vascularizacion hiperémica. No se suele ver infiltracion de hifas, pero si
blastosporas en la superficie de la mucosa. También se ha descrito mayor proporcion de

c¢lulas de Langerhans en relacion con el tipo pseudomembranoso (11).

3. Candidiasis hiperpléasica

La candidiasis hiperplasica o leucoplasica, se define como una lesion oral en placas o
pequenios nodulos blancos, que no pueden ser desprendidos por raspado y no pueden ser
atribuidos a ninguna patologia diagnosticable. Se pueden localizar en cualquier lugar de la
mucosa oral, pero aparecen mas frecuentemente en la mucosa yugal cerca de las areas
retrocomisurales y en la lengua. En los cortes histopatologicos se reconoce la invasion por

hifas que penetran en angulo recto desde la superficie (11).

G. Complicaciones clinicas

La candidiasis oral como tal no es una enfermedad mortal, aunque provoca molestias de
diferente grado y altera el gusto, haciendo desagradable y dolorosa la ingesta, lo que lleva a
una disminucion del apetito y a la emaciacion del paciente, que puede resultar fatal en enfermos

que precisen una ingesta hipercalorica como es el caso de los PVVS (11).

Al mismo tiempo, la candidiasis oral puede ser la puerta de entrada de otras formas de

candidiasis mas graves, como la esofagica o la sistémica (11).
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H. Patrones de susceptibilidad antifungica de la diferentes especies de Candida sp.

Existen 3 patrones de resistencia los cuales son: Primaria o intrinseca la cual se presenta
antes de cualquier exposicion a antiflingicos, la secundaria o extrinseca después de una
exposicion a un antifugico y la resistencia clinica que abarca progresion o recaida de una
infeccion y en el laboratorio es completamente susceptible al antifingico usado por el

tratamiento de la infeccion (17)

La susceptibilidad de C. glabrata no es predecible, esta levadura puede ser resistente a
fluconazol o puede ser susceptible dependiendo de la dosis administrada. C. glabrata es
frecuentemente recuperada en el laboratorio clinico y en algunas instituciones su frecuencia es

la siguiente después de C. albicans como causa de infecciones fingicas nosocomiales (18)

A principios de 1990, el incremento del uso de fluconazol para pacientes infectados con
HIV con recurrentes episodios de candidiasis orofaringea resultd en la seleccion de especies de
Candida intrinsecamente menos susceptibles a los azoles y en la emergencia de cepas
resistentes a los azoles en estos pacientes debido a la adquisicion de resistencia por cepas

previamente susceptibles de C. albicans (19)

Este fendémeno ha conducido a la inquietud que la dispersion del uso del fluconazol en
poblaciones de pacientes mas amplia podria dirigir a la seleccion similar para las especies y
cepas que poseen resistencia adquirida o inherente a los azoles. Un nimero de estudio ha
intentado determinar la semejanza de tales hechos por cambios cuantificados en distribuciones
de especies hacia especies menos susceptibles o resistentes a azoles, tales como C. glabrata y
C. krusei, y el incremento del valor de la concentracion minima inhibitoria hacia valores

resistentes en especies usualmente susceptibles a azoles, tales como C. albicans y C. tropicalis

(19).

I. Drogas antifungicas de uso comun contra levaduras.

Los antifiingicos se agrupan segiin su mecanismo de accion en tres clases (Anexo 1):
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1. Los que act@ian sobre la membrana plasmatica inhibiendo la sintesis del ergosterol
(azoles, polienos y alilaminas).

2. Los que lo hacen sobre la pared celular bloqueando la sintesis de glucano
(equinocandinas).

3. La 5-fluorocitosina, que actia inhibiendo los acidos nucleicos (21).

Pero ademas de inhibir la sintesis de ergosterol, los azoles pueden inhibir enzimas
(como la citocromo oxidasa o la peroxidasa) o inhibir la transformacion de las levaduras a su
fase miceliar actuando sobre los fosfolipidos, o incluso en el caso del miconazol y el
itraconazol, dafiar directamente la membrana plasmatica provocando la pérdida de

componentes intracelulares y por consiguiente la muerte celular (21).

El mecanismo de accion de los polienos es doble:

a. Formacion de poros en la membrana plasmatica a través de los cuales salen al exterior
componentes intracelulares como el potasio.

b. Bloqueo de la ATPasa de la membrana y dafio oxidativo directo sobre ésta (21).

Las equinocandinas son lipopéptidos con actividad fungicida in vitro e in vivo sobre
Candida y Aspergillus. Actian inhibiendo la beta-glucanosintetasa, lo que provoca una

disminucion de la sintesis de glucano e indirectamente, de lanosterol y ergosterol (21).

La 5-fluorocitosina se introduce en el interior de la levadura por la accion de una
citosina permeasa y es rapidamente desaminada, convirtiéndose en 5-fluorouracilo (5-FU), que

acttia por dos vias diferentes:

a. Transformado en 5-FUTP (5-fluoridina trifosfato) se incorporara al RNA dando lugar a
moléculas aberrantes.

b. Convertido en 5-dUMP (5-fluorodesoxiuridina trifosfato) bloqueara la timidilato
sintetasa y, por lo tanto, la sintesis de DNA (21).
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1. 5-fluorocitosina o flucitosina

Su utilizacion ha sido restringida por su estrecho espectro de actividad, y por la rapida
aparicion de cepas resistentes dentro de las especies susceptibles cuando se usa como agente

antifungico unico (22).

La flucitosina es un analogo fluorado del nucledsido citosina; impide la sintesis del
ADN del hongo. En las dosis en las que se administra esta transformacion se produce
preferentemente en el interior del hongo, lo que explica la relativa especificidad de la accion

sobre la célula fingica (22).

Entre los antifungicos actualmente en uso, es el tnico inhibidor de la sintesis de acidos
nucleicos siendo uno de los que mejor se conoce su mecanismo de accion y de resistencia. Es
una pirimidina fluorada que por si sola no posee actividad antifiingica y necesita ser
metabolizada, por los sistemas enzimaticos de la levadura, para transformarse en el compuesto

activo que actuard como un antimetabolito (23).

La flucitosina y la anfotericina B tienen efectos aditivos in vitro frente a Candida.
Flucitosina se absorbe bien por via oral aunque su absorcion puede verse retrasada por la
comida y los antiacidos.Cuando la flucitosina se administra con ABD (anfotericina B), el 38%

de los pacientes desarrollan efectos secundarios relacionados con la flucitosina (22).

2. Fluconazol

Fluconazol es un triazol de baja toxicidad y muy hidrosoluble; ademas de ser un
inhibidor potente y especifico de la sintesis de esteroles en los hongos. Su absorcion oral es
muy rapida y completa (85-90%) no se ve modificada por la alimentacion, la hipoclorhidria ni

los tratamientos de la ulcera péptica (15, 22).

Una de las caracteristicas mas destacadas es la elevada penetracion en los liquidos

bioldgicos de todo el organismo (22).
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La mayoria de especies de Candida spp son sensibles, aunque un buen niimero de cepas
de C. glabrata son resistentes y C. krusei es intrinsecamente resistente. Fluconazol es muy
eficaz en el tratamiento de las infecciones por Candida y se considera el tratamiento de
eleccion de muchas de ellas. Puede ser usado como terapia de mantenimiento para prevenir la
recaida de la enfermedad sobre todo en aquellos que presentan factores predisponentes para la

infeccion candidiasica (15, 22, 23).

a. Resistencia a fluconazol

La significancia clinica de cualquier especie, incluyendo C. dubliniensis, es
primariamente basada en la facultad para determinar si la patogénesis o manejo de la infeccion
es diferente de una infeccion causada por otros miembros del género, especialmente C. albicans

(20).

Tanto el fluconazol como los demas triazoles son farmacos utilizados cominmente en
la prevencion y terapia de la candidiasis oral ya que son altamente efectivos y de baja toxicidad,
sin embargo dichos azoles han sido la causa de la resistencia de las especies aisladas e incluso
de desarrollar resistencia in vitro. Ademas los episodios recurrentes de candidiasis han

contribuido a la adquisicion de resistencia secundaria (7, 9, 10).

El objetivo ultimo de los antifingicos que actuan sobre la membrana celular es el
ergosterol, que es un regulador de la asimetria y fluidez de la membrana, y por tanto encargado
de la integridad de la célula fungica. Los azoles inhiben una enzima dependiente del citocromo
P450, la lanosterol 14-alfa-desmetilasa (14 DM), provocando una disminucion de la sintesis del
ergosterol y la acumulacion de esteroles metilados. Todo ello altera la estructura y funcion de la
membrana (sobre todo el transporte de nutrientes y la sintesis de quitina), que se vuelve mas
permeable y vulnerable. El resultado final es una inhibicion del crecimiento celular, causando
un efecto fungistatico. Esta propiedad fungistatica de los azoles implica en muchas ocasiones
tratamientos prolongados y estd directamente relacionada con el desarrollo de resistencias

secundarias (2, 21).
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El mecanismo de resistencia al fluconazol en C. dubliniensis se debe al sistema de
bombeo activo del antifungico al exterior, que usa como fuente de energia el gradiente de
protones de membrana, a diferencia de como ocurre con otros azoles lipofilicos en C. albicans,

que necesitan un bombeo especial con gasto de energia (6).

Moran y Sanglar estudiaron cuatro cepas de C. dubliniensis con sensibilidad disminuida
al fluconazol (8-64 mg/l), donde comprobaron un aumento del ARNm del gen MDR1. Por
tratarse de C. dubliniensis lo denominaron CAMDRI1 y se observé una homologia del 96% con
el de C. albicans (CaMDR1), tanto en la secuencia genética como en la proteina
transmembrana que codifica, CdMdrlp. Los autores concluyen que el mecanismo de
resistencia al fluconazol seria por sobreexpresion del sistema de expulsion, y ademas indican
que también puede existir una mutacion en el citocromo P450 (que actia como una 14-a-
desmetilasa en la sintesis del ergosterol, cuya inhibicion llevan a cabo los azoles), como
también se ha demostrado en C. albicans. Esta resistencia se mantiene en los subcultivos libres

de fluconazol, por lo que no es una resistencia epigenética, sino genéticamente estable (6).

3. ltraconazol

Es un derivado triazélico activo por via oral. Itraconazol tiene una excelente actividad
in vitro frente a levaduras, incluidas algunas especies de Candida resistentes a fluconazol.
Itraconazol es una alternativa valida a fluconazol en el tratamiento de la infeccion orofaringea
por Candida (muguet), tanto en pacientes con infeccion por VIH como sin ella. Hay que tener
presente que las cepas de Candida resistentes a fluconazol exhiben una concentracion minima

inhibitoria (CIM) relativamente elevadas frente a itraconazol (15, 22).

La absorcion oral de la presentacion de itraconazol en capsulas necesita un ambiente
acido, por lo que ésta se incrementa si se administra tras las comidas o junto a bebidas de cola o

con zumos de frutas (22).

Se combina fuertemente con las proteinas plasmaticas, sobre todo con la albumina y
tiene una vida media plasmatica de veinticinco horas. Ya que es la fraccion libre la que

determina la concentracion del farmaco en el agua corporal, sus niveles en los liquidos



18

organicos son bajos. En los tejidos, concretamente en el tejido adiposo, el higado y los tejidos
queratinizados (piel y cabello), alcanza unas concentraciones mucho mas altas que en el
plasma, pudiendo permanecer en la capa cornea durante dos semanas después de suspender su
administracion, a ella llega mediante la secrecion sebacea. En las ufias alcanza altas
concentraciones, que se mantienen hasta seis meses después de haber suspendido el farmaco, lo
que posibilita pautas terapéuticas intermitentes (terapia pulsatil). Es metabolizado casi en su

totalidad por el organismo y s6lo el 1% es excretado en la orina (24).

4. Voriconazol

El voriconazol, posaconazol y ravuconazol son derivados triazolicos fluorados llamados
de "azoles de segunda generacion", al igual que el fluconazol y el itraconazol. A diferencia de
los primeros azoles, cuyo anillo basico es el imidazol, con dos atomos de nitrogeno, en estos
compuestos el nucleo fundamental es el triazol, que presenta tres dtomos de nitrogeno. Estas y
otras modificaciones en la molécula, como la presencia de atomos de fllior, le confiere una
mayor capacidad inhibitoria de las enzimas de la via de sintesis de los esteroles, especialmente
la desmetilasa del lanosterol. Se metaboliza en el higado via citocromo P-450 y sus
metabolitos carecen de actividad antifungica (22, 25). Por esta razon, la actividad in vitro esta
mejorada y su espectro se ha ampliado a especies fingicas que normalmente eran refractarias a

otros compuestos de la misma familia (25).

Voriconazol es, entre los triazoles disponibles en el mercado, el que tiene una mayor
actividad antifingica. Es activo frente a Candida, incluyendo las especies que como C.
glabrata o C. krusei son resistentes al fluconazol o al itraconazol, para estas especies las CIM

de voriconazol son mayores que para otras especies de Candida (20, 24).

J. Pruebas fenotipicas de laboratorio para la identificacion de las especies de Candida

Aunque es imposible distinguir las colonias de C. dubliniensis y C. albicans con un
medio so6lido convencional, es factible distinguir ambas especies por sus caracteristicas

fenotipicas a través de una secuencia de pruebas de laboratorio tales como: Tubos germinales,
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crecimiento a 42°C y 45°C, Candida CHROMagar, asimilacion de carbohidratos y produccion
de clamidosporas (Anexo 2) (1, 2).

1. Produccion de tubos germinales

Esta es la prueba principal, es utilizada como prueba de rutina para la identificacion de
C. albicans, en la cual la presencia de dicha levadura se ve expresada con la elongacion de la
misma después de ser incubada en suero durante un corto periodo de tiempo. Esta

caracteristica es propia tanto de C. albicans como de C. dubliniensis (2).

2. Crecimiento a42°Cy 45°C

C. albicans tiende a crecer en ambas temperaturas después de 48 horas de incubacion;
por lo contrario, C. dubliniensis crece muy poco a 42°C y no crece a 45°C; por lo tanto, se
considera la ausencia de crecimiento a esa temperatura como un parametro para la

identificacion presuntiva de C. dubliniensis (2, 26).

Esta prueba de laboratorio puede ser utilizada como la primera alternativa en la
diferenciacion de las colonias de C. albicans y C. dubliniensis y no es factible para las otras

especies de Candida.

3. Color de la colonia en Candida CHROMagar

Candida CHROMagar es un medio s6lido que contiene sustratos cromogénicos, los
cuales permiten la diferenciacion de varias especies de Candida clinicamente importantes en
base del color de la colonia. C. dubliniensis produce colonias verde oscuro, mientras que las
colonias tipicas de C. albicans son verde claro, C. glabrata genera colonias rosa rojizo
purpura, C. tropicalis desarrolla colonias azules, C. krusei forma colonias rosadas palidas con

bordes blancos y C. parapsilosis da origen a colonias blanco marfil ( 2, 8, 27, 28).

Este medio es util para identificar colonias de C. dubliniensis de cultivos primarios de

muestras clinicas después de 48 horas de incubacion. En un estudio reciente se reportd que los
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aislamientos de C. dubliniensis, pueden perder la habilidad para producir colonias verde
oscuras en subcultivos o por almacenaje. Las razones de esta aparente inestabilidad no son
claras pero puede estar relacionado con la habilidad de C. dubliniensis para exhibir el
fenomeno de semejanza fenotipica. Por tal motivo se recomienda que esta prueba sea realizada
del cultivo primario de 48 horas de incubacion para evitar una interpretacion incorrecta de los

resultados (1, 2).

4. Produccion de clamidosporas

La abundante produccion de clamidosporas en agar caseina o harina de maiz a 24°C
por 48 horas puede utilizarse como una prueba presuntiva para la identificacion de Candida
dubliniensis. Estas clamidosporas pueden ser visualizadas mas facilmente en algunos casos

con azul de lactofenol (20, 29).

Tanto esta prueba como las anteriores son de gran utilidad para la identificacion de C.
dubliniensis ya que en el caso de las cepas de C. albicans no produce clamidosporas y las

pocas que si producen lo hacen en una minima cantidad (29).

5. Asimilacién de carbohidratos

Otra caracteristica fenotipica especifica para C. dubliniensis es la incapacidad para
asimilar las fuentes de carbono como: L-arabinosa, D-xilosa, D-ribosa, L-sorbosa, L-ramnosa,
celobiosa, lactosa, rafinosa, glicerol, inositol, DL-4acido lactico, DL-lactato, gluconato, asi

como la ausencia de la actividad beta glucosidasa e hidroélisis de urea y esculina (27).

Sin embargo C. dubliniensis cuenta con la capacidad para asimilar algunos sustratos,
tales como: Glucosa, galactosa, maltosa, sucrosa, D-manitol, sorbitol, 2-ceto-gluconato, N-
acetilglucosamina, glucosamina. Mientras que con el carbohidrato trehalosa su asimilacion de

carbono es variable (27).

C. glabrata utiliza unicamente dos carbohidratos D-trehalosa y D-glucosa. C.

parapsilosis utiliza como fuentes de carbono la D-galactosa, D-sacarosa, N-acetilglucosamina,
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L-arabinosa, D-maltosa, D-trehalosa, 2-cetogluconato potasico, metil-aD-glucopiranosida, D-
sorbitol, D-xilosa, glicerol, palatinosa, D-melecitosa, gluconato potasico, D-manitol, D-
glucosa, glucosamina principalmente y C. tropicalis D-galactosa, D-sacarosa, N-
acetilglucosamina, D-celobiosa, D-maltosa, D-trehalosa, 2-cetogluconato potasico, metil-aD-
glucopiranosida, D-sorbitol, D-xilosa, palatinosa, D-melecitosa, D-manitol, D-glucosa y

glucosamina (27).

Segun reportes de algunos estudios (Tabla 5) tanto trehalosa como xilosa y la actividad
beta glucosidasa han sido los principales determinantes de la clasificacion de las cepas del
género Candida, aunque trehalosa en la mayor parte de los casos es utilizada como fuente de

carbono por C. albicans (30, 31).

Tabla 5. Asimilacion de substratos por Candida albicans y Candida
dubliniensis determinada con el sistema de identificacion de levaduras

API ID 32C.

Substrato o Prueba Candida albicans Candida dubliniensis
o Pentosas 0 0
L-arabinosa 0 0
Ribose 0 0
D-xilosa +/- 0
e Hexosas
Galactosa + +
Glucosa + +
Sorbosa 0 0
Ramnosa 0 0
e Disacaridos
Celobiosa 0 0
Maltosa + +
Lactosa 0 0
Melobiosa 0 0
Sucrosa + +
Trehalosa + +/-
e Trisacaridos
Rafinosa 0 0
o Alcoholes
Glicerol 0 0
Manitol + +
Inositol 0 0
Sorbitol + +
e Acidos Organicos
DL-lactato + 0
Gluconato 0 0
e Aminoacidos
N-acetilglucosamina + +/-
Glucosamina + +/-
o Hidrdlisis de esculina 0 0
e Resistencia a " +

Cicloheximida
Fuente: Sullivan D, et al. Widespread Geographic Distribution of Oral Candida dubliniensis Strains

in Human Immunodeficiency Virus-Infected Individuals. J Clin Microbiol 1997; 35(4): 960-964.
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22

K. Importancia de determinar la susceptibilidad antifungica

Cuando la anfotericina B y la 5-fluorocitosina eran las tnicas opciones terapéuticas para
el tratamiento de las infecciones flngicas profundas, la realizacion de pruebas de
sensibilidad antifungica no estaba muy justificada. A medida que la industria farmacéutica
fue introduciendo en el mercado nuevos antifingicos o nuevas formulaciones de los ya
conocidos, se hizo necesaria la realizacion de pruebas de sensibilidad con el fin de comparar la
actividad de los mismos y detectar las posibles resistencias. Ademas, el incremento en la
poblacion de pacientes inmunocomprometidos o con otros factores de riesgo (edades extremas,
antibioterapia de amplio espectro, etc.) ha determinado un aumento en la incidencia de

infecciones fingicas sistémicas en las tltimas décadas (32, 33).

Otras ventajas de las pruebas de susceptibilidad in vitro son: proporcionan una medida
contable de la actividad relativa de dos o mas agentes antifungicos, correlacionan la actividad
in vivo y predicen que se puede esperar en la terapia, permiten monitorear el desarrollo de la
resistencia entre poblaciones de organismos normalmente susceptibles y predicen el potencial

terapéutico de agentes de reciente descubrimiento (34).

Motivado por esta nueva realidad, el Comité Norteamericano de Estandares en
Laboratorios Clinicos -NCCLS- (actualmente CLSI) realizé en 1985, una encuesta en
diferentes laboratorios para conocer las pruebas de sensibilidad antifingica que realizan
habitualmente y como se realizan. Ademas, se les solicitdé la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) a una serie de cepas utilizando su propia
metodologia. Los resultados mostraron que pocos laboratorios realizaban pruebas de
sensibilidad antifingica y que la metodologia empleada (medio de cultivo, indculo, etc.)
era muy variada. Los resultados de las CMI también fueron impactantes ya que en algunos

casos, las diferencias entre los distintos laboratorios fueron de 512 veces (32, 33).

Como consecuencia de esta realidad el CLSI cre6 un subcomité para el estudio y
estandarizacion de las pruebas de sensibilidad a los antifingicos en las levaduras del género

Candida y en Cryptococcus neoformans, que dio lugar a la publicacion en 1992, de la
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propuesta de un método (M27-P). En 1995 se publico el método provisional (M27-T) y en
1997, se aprobo definitivamente el método conocido como M27-A (32, 34).

A pesar de todo, las pruebas de sensibilidad a los antifingicos no estan tan
desarrolladas como las de los antibacterianos. Los puntos de corte y los criterios de
sensibilidad y resistencia de las levaduras para los antifungicos fluconazol, itraconazol y
5-fluorocitosina s6lo estdn determinados para las micosis orofaringeas de enfermos con

sida (34).

L. Metodologia para evaluar la susceptibilidad antifingica

1. Método de difusion en agar

Este método es de gran beneficio para pequefios laboratorios debido a que la
metodologia es similar a la antibacteriana donde es utilizado como medio de cultivo Mueller

Hinton y especialmente para especies del género Candida (35).

La utilidad de los métodos de difusion en agar para estudiar los antifungicos ha sido
limitada por los problemas de difusion de la mayoria de los agentes antifingicos y por la falta
de correlacion de los halos de inhibicion con la clinica. Solo se ha encontrado correlacion en los

farmacos mas solubles en agua (fluconazol y 5-fluorocitosina) (35).

Son varios los autores que reportan una buena correlacion entre los halos de inhibicion
de los discos de fluconazol (25 pg, 50 ug) en distintos medios de cultivo y los valores de CMI
obtenidos por el método de referencia (CLSI). En algunos casos estos métodos no diferencian
bien entre cepas dependientes de la dosis y resistentes, siendo necesario recurrir a métodos

cuantitativos (35).

2. Meétodo de Etest ®

Etest ® es un método de difusion en agar, que consta de una tira con una gradiente de

concentracion de antifungico y que permite cuantificar, mediante la lectura de un elipse de
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inhibicidn, la concentracion minima inhibitoria (CMI). Este método ha demostrado una buena

concordancia con el método de referencia en diversos estudios (33-35).

Ha sido ampliamente usado para ensayos de susceptibilidad de bacterias asi como
también de agentes antifingicos tales como anfotericina B, cetoconazol, itraconazol,

fluconazol, voriconazol y 5 fluorocitosina (36).

Uno de las problemas mas frecuentes en los estudios de susceptibilidad a antifingicos,
es efecto de "arrastre" (trailing effect) que presentan algunas cepas fundamentalmente con
azoles (drogas fungistaticas) y que en el caso de Etest ® corresponde a la presencia de
microcolonias alrededor o dentro del area de inhibicion que dificultan la lectura de la CMI .
Este fenomeno se observa también en el método de microdiluciéon en caldo como un

crecimiento sostenido de colonias en todos los pocillos del gradiente de antiftingico (33).

El grado de concordancia entre Etest ® y el método de referencia, depende del medio
utilizado para realizar la técnica, siendo los medios mas recomendados RPMI 1640 (2%
glucosa) y Casitona. El uso de estos medios enriquecidos, permite el Optimo crecimiento de las
especies, mejora la lectura de los halos (punto de corte) y el fendmeno de trailing se minimiza

(33).

3. Método de macrodilucién

El método de macrodilucion es el mas ampliamente usado y es el método de referencia
para células levaduriformes y es el propuesto por el CLSI (34).

Este método es adecuado para evaluar todos los agentes antifingicos en cualquier
aislamiento fungico. Este método se utiliza en laboratorios en los cuales el volumen de estas
pruebas es bajo. También es 1util en aquellas cepas de C. albicans en las que se duda en
establecer la CMI por el método de microdilucion, debido al crecimiento en las concentraciones

superiores a la CMI (trailing effect) (32, 34).
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El medio de cultivo que se utiliza se define como un medio sintético y actualmente, se
esta utilizando el caldo RPMI 1640 con L-glutamina y un indicador de pH sin bicarbonato de
sodio. Dicho medio es bufferizado a pH 7,0 a 25°C. Un buffer que da resultados satisfactorios
para pruebas antifingicas es el MOPS (acido morfopropilen sulfoénico) el cual tiene una

molaridad final de 0, 165 para un pH de 7,0 (34, 36).

Este medio es apropiado para Anfotericina B, 5-fluorocitosina y azoles y es el
recomendado a emplear cuando se realiza una prueba de susceptibilidad contra especies de

Candida y varios hongos filamentosos (34).

No obstante, el RPMI 1640 no es adecuado para soportar el crecimiento de algunas
cepas de Cryptococcus neoformans y no permite distinguir aislamientos susceptibles de algunas

cepas potencialmente resistentes a anfotericina B (34).

4. Método de microdilucién

Las pruebas antifiingicas usando el método de microdilucion es similar al de la prueba
de la macrodilucion y provee resultados comparables. Estas pruebas por microdilucion no se
usan con frecuencia como las pruebas de macrodilucion. Sin embargo un estudio reportado por
el CLSI ha demostrado discrepancias entre las dos pruebas; macro y microdilucion. Estas
diferencias entre las dos pruebas no son estadisticamente significativas y es muy posible que la
utilizacion de la microdilucion sea mas facil y eficiente en un laboratorio clinico. Ademas de
las pocas discrepancias entre las dos pruebas, existe comuin acuerdo entre los diferentes

laboratorios, que las pruebas de microdilucion proveen una CMI mas consistente (34, 37).

El test de microdilucion estéd disefiado para ser usado con placas de 96 pozos, que deben
ser estériles y con fondo plano o en U. Con una pipeta multicanal se dispensan volimenes de
100 ul de la concentracion 2x de la droga y se colocan desde el pozo 1 al 10, empezando por la
concentracion mas alta y asi sucesivamente hasta la concentracion mas baja. El pozo del tubo
control contiene 100ul de medio sin droga estéril y se inocula con 100 ul de suspension diluida

2x de indculo (34).
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Las placas para microdilucion se incuban a 35°C y los pozos se observan con la ayuda
de un espejo lector, el crecimiento de cada pozo es comparado con el crecimiento del pozo
control negativo (sin droga). Para caracterizar cada pozo se utiliza un puntaje con un rango
numérico que va en una escala de 0 a 4: 0 Opticamente claro o transparente; 1 ligeramente
turbio; 2 prominente incremento en la turbiedad; 3 ligera reduccion en la turbiedad; 4 no
reduccion en la turbiedad. La CMI para anfotericina B se define como la menor concentracion
de droga, en la cual el puntaje es 0 (ausencia completa de crecimiento), y para la 5-
fluorocitosina y los azoles se describe como la minima concentracion en la cual se observa un

puntaje de 2 (34, 37).

5. Métodos comerciales: Método colorimétrico Sensititre® Yeastone

Este método se diferencia del creado por el CLSI por utilizar un indicador de
crecimiento de oxidorreduccion (azul Alamar) comercializado, que tiene la ventaja de que la
lectura de los puntos finales es mas objetiva al manifestarse por un cambio de color de azul a
rojo o purpura, pero los azoles siguen siendo los mas problematicos de leer. La correlacion es
también variable segiin los estudios (43% a 100%), siendo menor para C. krusei con 5-
fluorocitosina y C. glabrata y C. tropicalis con fluconazol y mayor para C. krusei y C.
tropicalis con anfotericina B y C. krusei con itraconazol. La lectura a las 24 horas ofrece mejor
correlacion con la clinica, excepto con anfotericina B, que se aconseja leer a las 48 horas. Este

método no parece util para la deteccion de cepas resistentes a la anfotericina B (35, 38).

Por lo tanto, varias modificaciones del método standard del NCCLS han sido evaluadas
y adoptadas como una alternativa que puede mejorar las necesidades del laboratorio clinico.
Entre estos métodos modificados, la determinacion del punto final de la MIC tanto

colorimétrica como espectrofotométricamente son particularmente dignos de observar (38).
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6. Puntos de corte segun el Comité Norteamericano de Estandares en Laboratorios
Clinicos -NCCLS- actualmente CLSI e intervalo de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los antifuingicos

La determinacion del punto final o CMI es un paso critico en las pruebas de
susceptibilidad a antifingicos, especialmente con los azoles. La inhibicion parcial que es
observada con la 5-fluorocitosina y los azoles hace dificil la determinacion de un buen punto
final y crea mucha variabilidad. Tradicionalmente la CMI fue considerada como la mas baja

concentracion de un agente antifingico que inhibe totalmente el crecimiento de un hongo (34).

La determinacion del punto final (CMI) con un criterio menos estricto (baja turbiedad
cerca del punto final es ignorada), ha incrementado la reproducibilidad entre diferentes
laboratorios y produjo un cambio en la distribucién de la CMI hacia bajas concentraciones de
droga para Candida albicans y Candida tropicalis especialmente cuando se utilizan los azoles
(34).

En cada determinacion es necesario aplicar un control de calidad con cepas ATCC
(American Type Culture Collection/Cepas Tipificadas de la Coleccion Americana) con
intervalos de las CMI conocidos para validar los resultados obtenidos en las diferentes pruebas
de susceptibilidad. La frecuencia de las pruebas de control de calidad debe ajustarse a las
directrices del laboratorio. El indculo debe cultivase en un medio adecuado con el fin de
comprobar su pureza. Los resultados de las pruebas no son validos si se detecta un cultivo
mixto y no deben ser informados si los resultados del control de calidad no estan dentro del

intervalo (32-34).

Las cepas utilizadas de rutina para validar los resultados obtenidos son C. parapsilosis
ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258. Los intervalos de CMI para microdilucion se presentan
en la Tabla 6.
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Tabla 6. Intervalo de la CMI de los antifiingicos para las cepas control de calidad, obtenidas

por el método de microdilucion

Intervalos de las CMI (ug/ml)

Antifangico C. parapsilosis ATCC 22019 C. krusei ATCC 6258

24h 48h 24h 48h

Anfotericina B 0.25-2 0.5-4 0.5-2 1-4
Fluconazol 0.5-4 1-4 8-64 15-128
Itraconazol 0.12-0.5 0.12-0.5 0.12-1 0.25-1
Ketoconazol 0.03-0.25 0.06-0.5 0.12-1 0.25-1
Posaconazol 0.06-0.25 0.06-0.25 0.06-0.5 0.12-1
Ravuconazol 0.016-0.12 0.03-0.25 0.06-0.5 0.25-2
Voriconazol 0.016-0.12 0.03-0.25 0.06-0.5 0.25-1

5-fluorocitosina 0.06-0.25 0.12-0.5 4-16 8-32

Fuente: Pfaller MA, et al. Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts;
NCCLS document M27-A2. Approved Standard-2nd ed. 2002; 22(15): 15-29.

El CLSI ha establecido diferentes categorias de sensibilidad: sensible, intermedio,
resistente y una nueva categoria aplicable a los azoles: sensible dependiendo de la dosis

administrada (SDD) (Tabla 7) (32).

Tabla 7. Puntos de corte segin el Comité Norteamericano de Estandares en Laboratorios

Clinicos (NCCLS, actualmente CLSI)

Intervalos de las CMI (ug/ml)

Antifangico
Sensible S-DD Intermedio  Resistente  No susceptible
Fluconazol <8 16-32 NA >64 NA
Itraconazol <0.125 0.25-0.5 NA >1 NA
Voriconazol <l 2 NA >4 NA
5-fluorocitosiana <4 NA 8-16 >32 NA
Equinocandinas <2 NA NA NA >4

Fuente: Pfaller MA, et al. Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts;
NCCLS document M27-A2. Approved Standard-2nd ed. 2002; 22(15): 15-29.
Equinocandinas incluye: Anidulafungina, caspofungina y micafungina. Los puntos de corte son considerados

tentativos hasta Junio 2008. NA = no aplica.
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La categoria de sensible no lleva implicito el éxito terapéutico. La categoria de
resistente se correlaciona con fracaso terapéutico. La categoria SDD (sensible dependiente de
la dosis administrada) para el fluconazol se basa en los niveles de antifungico que se
alcanzan con dosis de 400 mg/dia en pacientes con buen funcionamiento renal. Para el
itraconazol se basan en una buena absorcion de farmaco y que se alcancen niveles en
sangre 0,5 pg/ml. En la categoria de intermedio, es s6lo aplicable a 5-fluorocitosina, no se
sabe con certeza si la cepa es sensible, ya que los datos que se tienen no permiten categorizarla

como sensible o resistente (32).
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IV. JUSTIFICACION

Las especies de Candida han sido reportadas por adquirir resistencia a los azoles,
antifiungicos cominmente utilizados para combatir la candidiasis oral. Ademas de ello algunas
especies comparten caracteristicas fenotipicas como lo son C.dubliniensisy C. albicans. Por lo
tanto es importante diferenciar las especies de Candida ya que es indispensable comprender la
significancia clinica y el papel epidemioldgico de estas en personas inmunocomprometidas,

especialmente en personas viviendo con VIH/sida (PVVS) en Guatemala.

Es necesario considerar que la mayoria de PVVS (mas del 90%), sufren al menos
un episodio de candidiasis durante el transcurso de la enfermedad; lo cual tiende a incrementar

el numero de cepas resistentes a los azoles.

Ademas la disponibilidad de pruebas fenotipicas para la identificacion de las
especies de Candida puede servir como una herramienta valiosa para la identificacion de estos

microorganismos, usando una serie de pruebas que manifiesten caracteristicas distintivas.

Hoy en dia existen técnicas moleculares para la identificacion de microorganismos,
las cuales son muy precisas y exactas. Sin embargo, la combinacion de pruebas que
manifiesten caracteristicas fenotipicas de las levaduras puede ser de gran utilidad en
laboratorios que no cuentan con los recursos para la realizacion de pruebas genéticas. Por lo
anterior y en ausencia de pruebas moleculares, el objetivo de esta investigacion es describir las

diferentes especies de Candida, basandose en pruebas fenotipicas.
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V. OBJETIVOS

A. Generales:

Determinar y caracterizar la presencia de especies de Candida en las infecciones a nivel oral de

las personas viviendo con VIH/sida (PVVS).

B. Especificos:

1. Identificar las caracteristicas demograficas de las personas viviendo con VIH/sida y que

presentan candidiasis oral.

2. Determinar las manifestaciones clinicas que se presentan en la candidiasis oral en las

personas con sida.

3. Establecer mediante pruebas fenotipicas las especies de Candida que se presentan con

mayor frecuencia en la candidiasis oral de personas viviendo con VIH/sida.

4. Determinar el perfil de susceptibilidad antiftingica de las Candidas aisladas a nivel oral

en personas viviendo con VIH/sida.

5. Conocer las coinfecciones asociadas a candidiasis oral y VIH/sida.
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VI. HIPOTESIS

Considerando que es un estudio descriptivo, no analitico acerca de la determinacion de
especies de Candida en personas viviendo con VIH/sida, no se hace necesario el planteamiento

de una hipotesis.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo

Personas viviendo con VIH/sida (PVVS) con manifestaciones clinicas de candidiasis
que asistieron a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de

Dios.

B. Muestra

56 personas viviendo con VIH/sida (PVVS) de las cuales fueron aisladas 68 cepas de

Candida sp.

C. Medios

1. Recursos humanos

Br. Wendy del Milagro Paiz Méndez
Licda. Blanca Samayoa Herrera, QB, MSPH, asesora

Licda. Sandra Patricia Lima Pimentel, coasesora

2. Recursos institucionales

Laboratorio de Micobacterias y Hongos del Hospital General San Juan de Dios

Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios

D. Recursos materiales

1. Recursos quimicos y bioldgicos

Agua destilada

Suero

APILID 32C

Cepa ATCC de C. albicans
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Cepa ATCC de C. dubliniensis

Aceite mineral

2. Medios de cultivo
Agar sabouraud
Agar candida CHROMagar

Agar harina de maiz

3. Equipoy cristaleria
Balanza semi-analitica
Incubadora
Microscopio
Campana de flujo laminar
Autoclave
Estufa
Refrigerador
Asa de inoculacion
Portaobjetos
Cubreobjetos
Bajalenguas
Tubos pequeiios de rosca
Tubos de ensayo
Pipetas pasteur

Probeta graduada

E. Procedimiento

El presente trabajo es un estudio descriptivo, no analitico en el que se incluyeron a
cincuenta y seis pacientes con manifestaciones clinicas de candidiasis, que asistieron a la
Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios, quienes

voluntariamente accedieron a participar en el estudio.
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Se revisaron los expedientes clinicos de estas personas, con la finalidad de analizar

algunas variables ligadas al estudio (Anexo 3). Luego del consentimiento verbal donde se les

inform6 de la naturaleza del estudio a los pacientes, se procedio por indicacion médica a tomar

la muestra la cual fue sembrada en Candida CHROMagar debido a que asi lo requeria el medio

de cultivo.

1.

N X X

AN

Produccion de tubos germinales (5, 39)

Se buscaron colonias sugestivas de Candida dubliniensis.

Se suspendid una colonia en 0.5 ml de suero o plasma humano.

Se incub6 a 37°C por un periodo de 2 a 4 horas.

Luego de la incubacion se coloco 1 gota de la suspension de levaduras en un portaobjetos y
se cubrio con un cubreobjetos.

Se observo al microscopio en 40x.

Se consider6 prueba positiva la presencia de filamentos que surgieron de las levaduras y
como prueba negativa las levaduras sin filamentos.

Tanto C. albicans como C. dubliniensis producen tubos germinales, a diferencia de las

otras especies de Candida.

Crecimiento a 42°C y 45°C (1)

Se tomaron las colonias sugestivas de Candida dubliniensis.

Se resembraron en tres placas de agar Sabouraud.

Se incubo la primera placa a 37°C, la segunda a 42°C y la ultima placa a 45°C por 48
horas.

Luego de la incubacion se procedio a observar el crecimiento de la levadura en el medio y
calificarlo como: (1) ninguno, (2) pobre o (3) bueno.

Fue categorizado como crecimiento bueno aquel que fue igual al producido a 37°C.

C. dubliniensis presenta un buen crecimiento a 37°C, escaso o nulo a 42°C y no crece a
45°C.

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

Esta prueba no aplico a las otras especies de Candida.
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Color de las colonias en el medio Candida CHROMagar a 37°C por 48 hrs. (1)

Se tomo la muestra del area con manifestaciones clinicas de candidiasis.

Se sembroé directamente en candida CHROMagar.

Se incubd a 37°C y se observo a las 24 y 48 horas posteriores a su inoculacion.

Se ley6 macroscopicamente los resultados de acuerdo al color de la colonia.

Se consideraron colonias presuntivas de C. dubliniensis aquellas de color verde oscuro o
verde azulado.

Se consideraron colonias presuntivas de C. albicans aquellas de color verde claro.

Se consideraron colonias presuntivas de C. glabrata aquellas de color rosa rojizo purpura.
Se consideraron colonias presuntivas de C. tropicalis aquellas de color azul.

Se consideraron colonias presuntivas de C.krusei aquellas de color rosa palido con bordes
blancos.

Se consideraron colonias presuntivas de C. parapsilosis aquellas de color blanco marfil.

Produccion de clamidosporas (29, 40, 41)

Se tomo con un asa en espatula una colonia sugestiva de Candida dubliniensis.

Se inoculd haciendo varias estrias profundas en el medio de cultivo, luego se hizo una estria
profunda, longitudinal y se ray6 encima de ésta.

Se incubo a 27°C durante 48 hrs.

Se cortd un pequeiio fragmento del medio, en donde se aprecio el desarrollo de la levadura
en profundidad.

Se coloco el fragmento en una lamina portaobjetos.

Se adicion6 una gota de azul de lactofenol y se cubridé con un cubreobjetos presionando
suavemente.

Se observo al microscopio con seco débil.

Se reportd como abundante o escasa produccion de clamidosporas.

Las cepas de C. dubliniensis producen abundantes o regular cantidad de clamidosporas.

La mayor parte de cepas de C. albicans no producen clamidosporas o las producen en

escasa cantidad.
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Asimilacion de carbohidratos (1, 42)

Se aislaron las colonias en agar Sabouraud después de 48 hrs. de ser incubadas a 37°C.

Se tomaron algunas colonias idénticas.

Se suspendieron en una ampolla de API Suspension Medium (2ml).

La turbidez de la suspension fue igual al patron 2 de McFarland.

Se abri6é una ampolla de API C Medium vy se transfirio unos 250 ul de la suspension
precedente.

Se homogeniz6 la ampolla de API C Medium sembrada y se inoculd la galeria
distribuyendo 135 ul de suspension por ctpula.

Se incubd a 29°C + 2°C durante 24-48 horas en una atmdsfera humeda.

Se compararon con el control (0) y se anotaron todas las cupulas que aparecieron con
turbidez como positivos.

Las reacciones obtenidas se codificaron en un perfil numérico.

La identificacion se obtuvo de un programa informatico de identificacion APIWEB, al

teclear manualmente el perfil numérico.

Susceptibilidad por microdilucion colorimétrica: Sensititre® Yeastone (43)

Se tomaron de 1 a 2 colonias de cultivo puro de 24 hrs de incubacion a 37°C.

Se suspendieron en 5 ml de solucion salina fisiologica.

La turbidez de la solucion fue igual al patron 0.5 de McFarland.

Se transfirieron 20 ul de la suspension a 11 ml de caldo de ino6culo YeastOne.

Se homogenizo el caldo sembrado y se inoculd la placa Sensititre en un lapso de 15
minutos distribuyendo 100 ul de la suspension por cupula.

Se cubrid6 la placa con las laminas adhesivas incluidas en el kit, evitando cualquier burbuja
de aire.

Se incubaron las placas durante 24 hrs a 35°C, evitando la apilacion en mas de 3.

Se inoculd una placa de agar Sabouraud con 10 ul de la suspension de caldo de indculo
YeastOne.

Se incub6 la placa de agar Sabouraud en las mismas condiciones de tiempo y temperatura

que las placas Sensititre.
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v" Un indculo correcto produjo 15-80 colonias.

v El crecimiento de levaduras en soluciones antifungicas se percibio como un cambio en el
indicador de crecimiento colorimétrico de azul (negativo) a rojo (positivo) o incluso un
ligero cambio a morado (positivo).

v" La concentracion minima inhibitoria (CIM), fue la concentracion mas baja de agente
antifungico que inhibid sustancialmente el crecimiento del organismo que pudo detectarse
por medio de un cambio de color.

v Cuando no hubo cambio en el indicador azul en ninguna dilucion de agente antifingico, no
se produjo crecimiento. El organismo fue sensible a la concentracion mas baja de
antifingico.

v' La CIM se registrd como la concentracién mas baja de agente antifingico que impidid el
desarrollo de un pocillo de crecimiento rojo o morado.

v Cuando se observd crecimiento en todos los pocillos, el organismo fue resistente a la
concentracion mas alta de antifingico. El punto final de la CIM fue registrado como

“mayor que” (>) la concentracion mas alta.

F. Andlisis de la investigacion
6.1 Muestreo

Se realizd un muestreo por conveniencia donde el tamafio de la muestra (n) fue de
cincuenta y seis pacientes equivalente a sesenta y ocho aislamientos de Candida sp

La seleccion de los pacientes fue al azar y los criterios de inclusion que se utilizaron en
el presente estudio fueron: Pacientes con candidiasis oral que asistieron a la institucion
mencionada.

La muestra fue tomada con asesoria médica y sembrada directamente en candida

CHROMagar.
6.2 Disefio de la investigacion
La determinacion de C. dubliniensis y las otras especies de Candida fue basada en un

analisis microbiologico fenotipico.

Los datos fueron analizados mediante estadistica descriptiva.



6.3 Disefio del estudio

Estudio descriptivo, prospectivo en 56 casos clinicos de candidiasis.
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Durante un periodo 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 se presentan en Grafica 1. El 77%
corresponde a Candida albicans siendo la levadura mas aislada (52/68) seguido por 15% de
Candida glabrata (10/68). Como pudo observarse Candida albicans fue el agente causal mas
aislado en candidiasis pseudomembranosa, eritematosa y queilitis angular. Las otras especies
de Candida aisladas (C. glabrata, C. tropicalis, C. dublinensis y C. parapsilosis) solamente

fueron aisladas de aquellos pacientes que presentaron candidiasis pseudomembranosa.

Gréfica 1. Manifestaciones bucales de acuerdo a la especie de levadura aislada

(N =68)

C. parapsilosis

C. dubliniensis

C. tropicalis

C. glabrata

C. albicans

VIII. RESULTADOS

| 1 (1%)

2 (3%)

W 3 (4%)

I 10 (15%)

2 (3%)

2 (3%)

48 (71%)

o

20 40

= Quelitis Angular = Eritematosa

Fuente: Datos experimentales

60 80
W Pseudomembranosa
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La informaciéon demogréafica de los pacientes que participaron en el estudio se encuentra
en Tabla 8, 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. El 78.6% eran hombres (44/56); el
48.2% de poblacion 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
9. El recuento de linfocitos se mantuvo entre 1000-2000 (valor normal 2000-4000), solo dos
casos se presentaron con recuentos mayores de 3000 (3.6%). Con respecto al recuento de
células CD4+/pl, el 69.6% era 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 Uinicamente uno
(1.78%) estuvo debajo de 10,000 copias. Con respecto a la terapia antirretroviral menos del
19.6% (11/56) de la poblacion contaba con triple terapia antirretroviral al momento del estudio,

siendo zidovudina, lamivudina y efavirenz el principal tratamiento de eleccion.



Tabla 8. Datos demograficos de las personas viviendo con VIH/sida (PVVS) incluidos en el estudio (N= 56)
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C. albicans (n=52) C. (?llj?(;?ta C t{gf'}ia“s C. dliilzlgl)ensw C pi;ipls)l losis Todas las especies Total
PSC! EC? QA’® PSC PSC PSC PSC PSC EC QA (n=68)
Edad (afios)
Media + DS 34+11 4548 3149 37+£13 41+6 2343 32 35+£11 45£8 3149 35+11
Mediana 29 45 31 34 41 23 32 32 45 31 32
Rango 10-69  37-53 22-40 13-69 32-51 20-26 N/A* 10-69  37-53  22-40 10-69
Género (%)
Femenino 1112y - 1(.9) 2 (20.0) 0 (0.0) - 0 (0.0) 13(19.1)  0(0.0) 1(1.5)  14(20.6)
Masculino 37(71.2) 2(3.8) 1(1.9) 8 (80.0) 3 (100.0) 2 (100.0) 1 (100.0) 51(75.0)  2(2.9) 1(1.5) 54(79.4)
Procedencia (%)
Fuerade la capital ~ 22(423) -  1(1.9) 5 (50.0) 2 (66.7) 2(100.0) 1(100.0)  32(47.1) -~ 1(1.5)  33(48.6)
Ciudad capital 23(44.2) 2(3.8) 1(1.9 4 (40.0) 1(33.3) - - 28 (41.2) 2(29) 1(1.5 31(45.6)
Desconocido 3 (5.8) -- -- 1 (10.0) -- -- -- 4 (5.9) -- -- 4(5.9)

Fuente: Datos experimentales

'PSC= candidiasis pseudomembranosa, ?EC= candidiasis eritematosa, *QA= candidiasis quelitis angular, *N/A=no aplica

* Las columnas carentes de datos, fueron excluidas de la tabla



Tabla 9. Caracteristicas clinicas de las 56 personas viviendo con VIH/sida (PVVS) que participaron en el estudio
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C.glabrata C. tropicalis C. dubliniensis C. parapsilosis

C. albicans (n=52) (n=10) (n=3) (n=2) (n=1) Todas las especies Total
PSC' EC’ QA’® PSC PSC PSC PSC PSC EC QA (n=68)
Reto de Linfocitos/mm’
Media 1,028 905 1,532 1,181 1,047 1,769 1,911 1,092 905 1,532 1176
No. Personas (%) 100-1000 23(442) 1(1.9) - 5(50.0) 1(33.3) - - 29(42.6) 1(1.5) - 30(44.1)
1000-3000 18(34.6) 1(1.9) 1(1.9) 1(10.0) 2 (66.7) 2 (100.0) 1 (100.0) 24(353) 1(1.5) 1(1.5) 26(38.3)
>3000 1(1.9) -- -- 1(10.0) - - - 2(2.9) - -- 2(2.9)
NSs* 6(11.5) - 1(1.9) 3(30.0) - - - 9(13.2) - 1(1.5) 10(14.7)
Células T CD4+/ul
Media 100 44 428 91 48 186 92 100 44 428 191
No. Personas (%) <200 35(67.3) 2@3.8) 1(1.9) 6 (60.0) 3 (100.0) 1 (50.0) 1 (100.0) 46 (67.6) 2(2.9) 1(1.5) 49(72)
200-500 5(9.6) -- - 1(10.0) - 1 (50.0) - 7(10.3) - - 7(10.3)
> 500 1(1.9) - 1(1.9) - - - - 1(1.5) - 1(1.5) 2(3)
NSS 7 (13.5) -- - 3 (30.0) - - - 10 (14.7) - -- 10(14.7)
Carga viral (copias HIV RNA/ml)
Media 362,372 165,600 395,000 1,203,817 58,000 128,640 282,000 455,627 165,600 395,000 338742
No. Personas (%) < 10,000 1(1.9) -- - -- - - - 1(1.5) -- - 1(1.5)
>10,000 36(692) 2(3.8) 2(3.8) 7 (70.0) 1(33.3) 2 (100.0) 1 (100.0) 47(69.1) 2(29) 2(.9) 51(74.9)
NSS 11(21.2) -- - 3 (30.0) 2 (66.7) - - 16 (23.5) - -- 16(23.5)
No. Pacientes en terapia antirretroviral (%)
AZT® +3TC® + EFV’ 5(9.6) -- 1(1.9) 1(10.0) 1(33.3) - - 7 (50.0) - 1(7.1) 8(57.1)
D4T® + 3TC + EFV - - - - - - - - - -
DAT + 3TC + NVP’ 4 (7.7) - - - - - - 4(28.6) - - 4(28.6)
HAART!" 1(1.9) - - - - - - 1(7.1) - - 1(7.1)
Otro 1(1.9) -- - -- - -- -- 1(7.1) -- -- 1(7.1)

Fuente: Datos experimentales

'PSC= candidiasis pseudomembranosa, EC= candidiasis eritematosa, QA= candidiasis quelitis angular, *NSS= no se sabe, "AZT= zidovudina, *3TC= lamivudina, 'EFV= efavirenz, *D4T= estavudina,

'""HAART= tratamiento antirretroviral altamente activo

* Las columnas carentes de datos, fueron excluidas de la tabla

*NVP= neviparina,



44

Las coinfecciones observadas fueron clasificadas como fungicas, bacterianas, virales y
parasitarias (Grafica 2). Las coinfecciones mas frecuentes fueron las fungicas: 20% de
histoplasmosis (7/35), 5.7% de criptococosis (2/35) y14.3% por P. jiroveci (5/35). La
coinfeccion bacteriana, mas frecuente fue la tuberculosis (13/35, 37.1%). Ademas pudo
observarse que en Candida albicans se manifestaron otras coinfecciones virales y en el caso de

Candida glabrata la tuberculosis fue la coinfeccion que predomind.

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 puede observarse el perfil de susceptibilidad antifungica de los
aislamientos. 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), en tanto que los de C. albicans solamente
presentaron el 1.6% de resistencia a ITR (1/64). Ninguna de las otras especies de Candida
presentd resistencia a los antifungicos ensayados. Todas las especies estudiadas fueron
susceptibles a voriconazol y 5-fluorocitosina.  El 14.1% de los aislamientos de Candida
glabrata (9/64) y el 1.6% de los de C. albicans (1/64) presentaron susceptibilidad a FLU
dependiendo de la dosis. El 1.6% de los aislamientos de C. tropicalis (1/64) fueron
susceptibles a ITR dependiendo de la dosis.



46

Gréfica 3. Susceptibilidad antifungica de los aislamientos de Candida provenientes de las
personas viviendo con VIH/sida (PVVS) (N=64)
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IX. DISCUSION

En el grupo de pacientes en estudio se aislé en forma predominante 77% de C. albicans
(52/68), seguido por 15% de C. glabrata (10/68), 4% de C. tropicalis (3/68), 3% de
C.dubliniensis (2/68) y el 1% de C. parapsilosis (1/68). Fueron identificadas por primera vez
en Guatemala dos 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 poseen las pruebas moleculares.

Los datos obtenidos son consistentes con un estudio en Africa del Sur, en el que se
obtuvieron 78.6% de aislamientos de C. albicans y 21.4% de otras especies de Candida. En
este estudio las especies de Candida no albicans aisladas fueron C. glabrata, C. tropicalis,
C.krusei, C. parapsilosis y C.dubliniensis (44). 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 infeccion oral de los pacientes con sida
(18.7%), seguida por C. tropicalis (5.9%) (3). 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 atrofica aguda son las mas frecuentes,
seguida por las formas pseudomembranosa y queilitis angular, la variante hiperplasica es la

menos comun (45, 46).

En un estudio llevado a cabo en Venezuela se observo que la forma més comin fue la
pseudomembranosa seguida por la forma hiperplasica y la queilitis angular siendo la forma
eritematosa la menos frecuente contrario a lo encontrado en este estudio (47). Se observé que
la candidiasis pseudomembranosa (PSC), mejor conocida como muguet fue la predominante,
seguida por la forma eritematosa (EC) y 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. Algunas publicaciones recientes han evidenciado que la candidiasis
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eritematosa suele ser la forma mas frecuentemente subdiagndsticada en las manifestaciones

orales del VIH (48).

Como en otros paises del mundo, en Guatemala los pacientes con sida que manifiestan
infecciones orales causadas por Candida tienden a ser adultos jovenes economicamente activos
en su mayoria varones (44/56, 78.6%) (49), por lo que el género femenino corre el riesgo de ser
contagiado por su pareja sexual, la pandemia del sida se expande mas y por consecuencia la

presentacion de candidiasis oral.

La candidiasis oral es la infeccion 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 y se considera un importante marcador de progresion de la infeccion viral;
datos similares a los de la presente investigacion (50, 51). Aunque en su mayoria los pacientes
de este estudio poseian recuentos bajos de linfocitos (<2,000/mm®), recuento de células
CD4+/ul 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 patdogenos

cuando hay supresion de la inmunidad de la mucosa oral (52).

La carga viral es reducida por la utilizacion de terapia antirretroviral (ARV) y favorece
el proceso de reconstitucion 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 inhibicion 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 (3). A diferencia de la mayoria de pacientes
incluidos en este estudio (45/56,80%) no poseia ninglin tratamiento antirretroviral y solamente
uno de ellos habia sido incluido en la terapia antirretroviral altamente activa (HAART). La
ausencia de tratamiento antirretroviral respondi6 al hecho de que era la primera vez que estos
pacientes VIH positivos visitaban la Clinica Familiar por manifestar diversas sintomatologias

asociadas (52).
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Las coinfecciones mas observadas en este estudio fueron las infecciones flingicas
debidas a: H. capsulatum, C. neoformans y Pneumocystis jiroveci, 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 encontré coinfeccion en 43 de los 419 pacientes en
estudio con sida; los cuales presentaban diagnodstico de enfermedad micotica profunda tales
como histoplasmosis, criptococosis, paracoccidioidomicosis y candidiasis sistémica (53).
Estos datos son semejantes a los hallazgos de esta investigacion con excepcion de la

paracoccidioidomicosis y la candidiasis sistémica, las cuales no fueron observadas.

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

histoplasmosis (54).

En cuanto a susceptibilidad se pudo determinar que C. glabrata presenté resistencia a
fluconazol (FLU) e itraconazol (ITR) en tanto que C. albicans solamente presentd resistencia a
ITR. Estos resultados son semejantes a los reportados en un estudio en México en el que se
encontrd resistencia a itraconazol en los aislamientos de C. albicans y C. glabrata ( 8.1% y
20%, respectivamente) (3). 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 general las especies de Candida no

albicans pueden presentar facilmente resistencia a los azoles (3, 48).

Ninguna de las otras especies presentd resistencia a los antifungicos ensayados.
Solamente presentaron susceptibilidad dependiendo de la dosis a FLU Candida glabratay C.
albicans y el 1.6% (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
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de aquellos obtenidos en México, Estados Unidos y Canada. Sin embargo, se observa mayor
numero de cepas susceptibles incluso mas que en los aislamientos mexicanos, probablemente
porque la mayoria de los pacientes eran tratados por primera vez con los medicamentos

evaluados (3, 55).

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 demostrdé que esta especie posee susceptibilidad
inherentemente a los antifungicos cominmente utilizados y su resistencia se presenta cuando se

induce por la exposicion a la droga (56).

En conclusion, puede mencionarse que este estudio es el primer registro donde se
describen a las diferentes especies de Candida en personas que viven y conviven con el
VIH/sida en Guatemala con sus perfiles de susceptiblidad a los antifungicos y en el cual se
reporta la nueva especie de Candida (C. dubliniensis) asociada a esta infeccion en dicho pais,
la cual fue identificada con pruebas fenotipicas. @ Ademas de reportarse la Candidiasis
pseudomembranosa, como el tipo de manifestacion oral predominante en los participantes de la

presente investigacion.
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X. CONCLUSIONES

La candidiasis oral fue la infeccion oportunista comunmente observada en las personas

que participaron en el estudio.

Se manifestd en adultos jovenes, en su mayoria varones (44/56, 78.6%) procedentes
tanto del area urbana como rural. La mayoria de los pacientes presentaron recuentos de
células CD4+/pl disminuidos y carga viral aumentada, por lo que se considera Candida

como marcador de inmunosupresion.

La candidiasis pseudomembranosa fue predominante, seguida por la eritematosa y
quelitis angular; lo cual es semejante a lo reportado en Venezuela excepto por la forma

eritematosa que fue la menos frecuente en dicho pais.

Los porcentajes de aislamientos de C. albicans (52/68, 77%), C. glabrata (10/68,
15%), C. tropicalis (3/68, 4%), C.dubliniensis (2/68, 3%) y C. parapsilosis (1/68, 1%)
provenientes de la mucosa oral semejantes a los encontrados y los reportados en Africa

del Sur y México.

Los aislamientos de C. glabrata presentaron resistencia a fluconazol (FLU) (1/68,
1.6%) e itraconazol (ITR) (10/68, 15.6%) en tanto que C. albicans solamente presentd
resistencia a ITR (1/68, 1.6%), datos semejantes a los reportados en México. Ninguna

de las otras especies presento resistencia.

Las coinfecciones fungicas (14/35, 40.1%): H. capsulatum (7/35, 20%), C.
neoformans (2/35, 5.8%) y Pneumocystis jiroveci (5/35, 14.3%); seguidas por las
coinfecciones bacterianas principalmente M. tuberculosis (13/35, 37.2%) semejan a los

datos reportados en Venezuela.
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En general, el presente estudio fue el primer registro en el que se describen a las
diferentes especies de Candida en personas que viven con VIH/sida en Guatemala y
donde se documenta la resistencia de C. glabrata a itraconazol y fluconazol ademas de

reportar por primera vez la especie C. dubliniensis asociada a candidiasis oral en PVVS.
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XI. RECOMENDACIONES

Confirmar las levaduras aisladas especialmente C. dublinensis y C. albicans con

pruebas moleculares.

Realizar una comparacion de susceptibilidad de aislamientos de especies de Candida
mediante el método comercial y el método de referencia de susceptibilidad antifingica
de dilucion en caldo de levaduras, del Comité Norteamericano de Estandares en

Laboratorios Clinicos -NCCLS- (actualmente CLSI)

Verificar los cambios en la microbiota oral y los perfiles de resistencia de las levaduras

aisladas en PVVS.
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Anexo 1

Mecanismo de accion y espectro de los principales antifingicos

Antifingico

Mecanismo(s) de Accion

Espectro/Comentarios

Polienos

Anfotericina B

Interaccion con ergosterol, intercalacion de membrana
antifungica, incremento de la permeabilidad de la
membrana a cationes univalentes y divalentes, muerte
celular

Resistencia primaria y secundaria rara vez ha sido reportada por levaduras ((Trichosporon
beigelli, Candida lusitanea, y C. guilliermondii)

Anfotericina
formulas lipidicas

B,

Similar a anfotericina desoxicolato, la frecuencia de nefrotoxicidad es mas baja con
formulaciones lipidicas.

Fluoropirimidinas

5-fluorocitosina

Impide la sintesis de ADN/ARN del hongo

Activa contra Candida y Cryptococcus spp. Rapida aparicion de resistencia secundaria en
Candida y Cryptococcus por uso estricto de 5-FC como monoterapia.

Azoles
Cetoconazol Inhibiciéon de la enzima P450 14a-desmetilasa del Absorcion oral pobre e interacciones de drogas son razones comunes para la resistencia
citocromo, acumulaciéon de lanosterol dirigido a la clinica. Interferencia con biosintesis de esteroides humanos.
perturbacion de la membrana celular fangica, efecto
fungistatico
Fluconazol Igual a cetoconazol, pero su inibicion es mas selectiva de  Activa contra la mayoria de Candida y Cryptococcus spp. No activa contra hongos
la enzima invasores. Resistencia primaria es comun con algunas Candida spp, particularmente C.
krusei, C. glabrata. Resistencia secundaria ha sido vista en C. albicans en aquellos
pacientes con SIDA y con un cuadro de candidiasis oral.

Itraconazol Similar a fluconazol Actividad mejorada a comparacion de fluconazol en hongos invasores. Asi como
cetoconazol pobre absorcion e interacciéon de la droga son causa comUn de resistencia
clinica. Resistencia cruzada puede ser apreciada con fluconazol.

Voriconazol Similar a fluconazol Como itraconazol mas activo que fluconazol contra hongos invasivos. Resistancia cruzada
con fluconazol?

Posaconazol Similar a fluconazol Mas activo que itraconazol contra hongos invasivos. Absorcion oral e interacciones de la

droga son fuentes potenciales de resistencia clinica. No aplica para formula intravenosa.

Equinocandinas
Caspofungina

Inhibicion de la sintesis del glucano de la pared celular,
dirigido a la susceptibilidad de la pared celular a lisis
osmotica

Fungicida contra Candida spp incluyendo especies resistentes a los azoles. Menor
actividad contra C. parapsilosis y C. guillermondii.

Kontoyiannis D, Lewis R.

Antifungal Drug Resistance of Pathogenic Fungi. Lancet 2002; 359: 1135-1144.
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Anexo 2

Toma de muestra y exdmen microscopico (giemsa)

u otro color

Candida CHlIOMagar (Ref1) _ Morada, blanca

Verde claro, oscuro o verde azulado

Tubos germinales (Ref 5, 39) Api32C
\ Susceptibilidad
Positivos Negativos Sensititre®Y eastone
Crecimiento'42°C, 45°C ~ Candida sp Api 32 C
(Ref 1) susceptibilidad
Sensititre®Y eastone
Positivo Negativo

Api32C_—_—__ Candida sp Clamidosporas (Ref 29, 40, 41)

Susceptibilidad
Sensititre®Y eastone

Abundantes Escasas

Api 32C C. albicans

Susceptibilidad

Sensititre®Y eastone

Xilosa Lactato Acetilglucosamina Glucosamina Beta Trehalosa
Glucosidasa

C. dubliniensis  Neg  Neg +/- +/- Neg +/-
C. albicans +/- Pos Pos Pos Pos Pos

Kirkpatrick W, et al. Growth Competition between Candida dubliniensis and Candida albicans under Broth
and Biofilm Growing Conditions. J Clin Microbiol 2000; 38( 2): 902-904.



Anexo 3

Estudio Sobre Determinacién de Candida dubliniensis en Personas Viviendo con VIH/SIDA que Acuden a la Clinica
Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios

Fecha de impresion 23/01/06

Universidad de San Carlos de Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Escuela de Quimica Bioldgica

Tesista: Wendy Paiz

Identificacion

Fecha

Encuestados: Pacientes de la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”
Tipo de encuestas: Preguntas Abiertas

Entrevistador: WMPM

La presente encuesta se realiza con el fin de determinar la presencia de Candidiasis Oral.

1. Género: __F M 2. Edad: afios 3. Procedencia:

4. Motivo de consulta:

5. Sitio anatdémico de la muestra: __ Cavidad Oral ____ Oftro especifique
6. Pacientes con Candidiasis Oral: __ Pseudomembranosa __ FEritematosa ~__ Hiperplasica
7. Paciente con odinofagia: _Si __No
8. Cuadro clinico de Candidiasis oral presentado anteriormente: _Si fecha(s) ~__No
9. Tratamiento antifingico preventivo:  Si, cual ~ No
a) Fluconazol b) Anfotericina B c) Nistatina d) Clotrimazol
e)Miconazol f)Ketoconazol g)ltraconazol
Especifique cuando: _ Hace <2 afios _ Hace >2 afios
10. Tratamiento antifingico por candidiasis oral: ~ ___ Si, cual _ No
a) Fluconazol b) Anfotericina B c) Nistatina d) Clotrimazol
e)Miconazol f)Ketoconazol g)ltraconazol
Especifique cuando: _ 0-6 meses _ 6-12 meses
11. Fecha de diagndstico de VIH:
12. Fecha de diagnostico de SIDA:
13. Recuento de células CD4+:  Si valor ~_No
14. Recuento de linfocitos, especifique recuento absoluto:
15.Carga viral: _Si valor fecha ~ No

16.Tratamiento antirretroviral Si cuales




17. Enfermedades oportunista, especifique cuales:

2.

4.

18. Enfermedades subyacentes, especifique cuales:

2.

4,

i
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