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RESUMEN

Se evalu6 la prevalencia y susceptibilidad antifungica in vitro de especies de Candida
aisladas de mucosa oral de 86 pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) de ambos sexos, con edades comprendidas entre 19 y 49 afos que
asistieron a la consulta de medicina interna del Hospital Universitario “Antonio Patricio
de Alcald” de Cumand, estado Sucre. Se aislaron 69 levaduras entre los meses enero y
abril 2011. La especie aislada con mayor frecuencia fue C. albicans (69,59%), otras
especies no albicans fueron aisladas en menor porcentaje: C. dubliniensis (8,69%), C.
lusitaniae (7,25%), C. krusei (7,25%), C. tropicalis (5,80%) y C. parapsilosis (1,45%).
Fluconazol, itraconazol y voriconazol fueron los antifingicos ensayados mediante el
método de difusién en agar propuesto por el Comité Internacional de Estandares de
Laboratorio Clinico (CLSI). La mayor resistencia a fluconazol estuvo constituida por
especies no albicans (24,63%), por otro lado la mayor resistencia tanto a itraconazol
(31,88%) como a a voriconazol (52,17%) fueron de cepas identificadas como C.
albicans. El 40,00% de las cepas de C. albicans provenientes de pacientes con
tratamiento antimicotico fueron resistentes al fluconazol (resistencia secundaria). De
acuerdo a estos resultados se puede concluir que fluconazol sigue siendo el antimicotico
mas eficaz contra C. albicans, mientras voriconazol para Candida no albicans.
Igualmente, demuestran la importancia del aislamiento y la identificacion de las especies
de Candida, asi como las pruebas de susceptibilidad in vitro para implementar un
tratamiento adecuado en este grupo de pacientes.



INTRODUCCION

La candidiasis es una micosis ocasionada por levaduras del género Candida, estos
microrganismos son hongos inocuos, dimorficos, forman parte de la flora habitual de la
boca, orofaringe, intestino, vagina y piel del individuo sano; es decir, son saprofitos,
pero cuando la eficacia del sistema inmunitario (primario o secundario) del hospedero se
reduce por el aumento de la presencia de las toxinas del hongo, esto puede causar
desordenes superficiales como candidiasis oral y cutanea para el individuo en cuestion
(Casas, 1994; Gorther, 1996; Flores 1998; Lopez-Ribot et al., 2000; Mendoza y Diaz,
2001).

Las candidiasis orales fueron subdivididas por Lehner en 1966, en base a su persistencia,
en agudas y cronicas, afios mas tarde, fueron consideradas las siguientes formas clinicas
de candidiasis oral: candidiasis pseudomembranosa (aguda-crénica), candidiasis
eritematosa (aguda-cronica), candidiasis hiperplasica (leucoplasica), lesiones asociadas,
(estomatitis protésica, queilitis angular, glositis rombica, queilitis exfoliativa),
candidiasis mucocutaneas (crénicas). Cuando dos o mas de estas formas clinicas
aparecen juntas se le denomina candidiasis oral multifocal. Candida spp puede estar
también implicada en el eritema gingival lineal, la periodontitis necrética y la queilitis
exfoliativa, procesos descritos en la enfermedad por virus de inmunodeficiencia humana

(VIH) (Aguirre, 2002).

La forma pseudomembranosa o “muguet” es la presentacion clinica mejor conocida.
Aunque, otras formas clinicas como la candidiasis eritematosa o la queilitis angular son
mas frecuentes. La prevalencia de estas formas de candidiasis oral no se conoce bien, ya
que, en muchos casos, pasan desapercibidas para el clinico. Sin embargo, el diagndstico
es muy importante ya que pueden ser la primera manifestacion de una alteracion
sistémica, entre las cuales esté incluida la infeccion por VIH. En los pacientes infectados

por VIH parece existir una progresion clinica en las candidiasis, desde formas clinicas



leves iniciales a formas mas graves y tardias. Esta progresion puede estar relacionada
.7 . - , . . + .
con la evolucion de la inmunosupresion, el numero de linfocitos T CD4 " y la carga viral

(Pankhurst, 2009).

Las candidiasis son las infecciones micoticas mas frecuentes, constituyendo Ia
afectacion oral por Candida spp la primera forma clinica descrita histéricamente. Las
afecciones producidas por levaduras se han incrementado en los ltimos afios, afectando
en un 30,00-40,00% de la poblacion; generando asi, una elevada tasa de morbilidad y
mortalidad en aquellos pacientes con factores de riesgo para adquirirlos, como son los
casos de pacientes que presentan: inmunodeficiencias primarias o adquiridas,
tratamientos con antibioticos de amplio espectro, farmacos antineoplasicos e
inmunosupresores, trasplantes de o¢rganos so6lidos y médula osea, alimentacion
parenteral, empleo de catéteres intravenosos, procedimientos para aumentar la
supervivencia de neonatos pretérmino y la prolongada permanencia en unidades de
cuidados intensivos (UCI), entre otras causas (Aguirre, 2002; Godoy et al., 2003;
Mendoza, 2005; Mesa et al., 2005; Sanchez, 2006; Zaragoza y Peman, 2006; Duarte et
al., 2009; Alfonso et al., 2010).

Se conocen mas de 150 especies de Candida, de las cuales s6lo unas pocas son
consideradas patogenas, reportandose a C. albicans como la principal especie
responsable de candidiasis, seguido de C. tropicalis, sin embargo, otros miembros de
este género también se han reportado como agentes productores de infecciones, tales
como C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. krusei, C. zeylanoides, C.
ciferri, C. glabrata, C. dubliniensis, entre otros (Flores, 1998; Aguirre, 2002; Lusvarghi
et al., 2008).

En Europa, Norteamérica y Australia, C. albicans representa entre ¢l 60,00 y 80,00% de
las levaduras aisladas de la cavidad oral de las personas sanas. En México, la
prevalencia de la candidiasis oral reportada, en los pacientes infectados por el VIH, es de

31,06%, mientras que en Brasil es del 45,00%, de los cuales el 72,00% de los



aislamientos corresponden a C. albicans (Sanchez, 2006; Delgado et al., 2009).

La candidiasis oral es la infeccion por hongos oportunistas mas frecuente entre los
pacientes infectados por VIH y se ha estimado que mas del 90,00%, de estos pacientes,
a menudo desarrollan candidiasis en algin momento de la enfermedad (Aguirre, 2002;

De Repentigny et al., 2004; Delgado et al., 2009).

Estudios realizados en la Universidad de Indonesia, en pacientes infectados por VIH,
demostraron que el 70,00% de los casos presentaban signos y sintomas orales de
candidiasis mucosa, siendo la placa blanca desigual en la membrana oral, el aspecto mas
caracteristico. Otro estudio clinico realizado en la universidad de Texas en Estados
Unidos, mostrd que en pacientes con altas cargas de acido ribonucleico (ARN) de VIH,
la colonizacion oral por levaduras fue extensa y se produjo en el 81,01% de estos
pacientes, mientras que en Brasil la tasa de colonizacion oral por Candida spp en estos

individuos representa el 62,06% (Nelwan y Wisaksana, 2010; Thompson et al., 2010).

La infeccion por VIH se caracteriza por provocar una reduccion paulatina y progresiva
del niimero de linfocitos T CD4", hasta llegar a su total deplecion, lo que contribuye a la
aparicion de infecciones oportunistas en estos pacientes (Ceballos et al., 1998;

Lusvarghi et al., 2008).

La prevalencia de candidiasis con localizacion es especifica (por ejemplo, orofaringea,
vaginal o esofagica) puede ser variable dependiendo del estado inmunitario del paciente,
siendo mas comun en pacientes inmunosuprimidos, el riesgo de contraerla se considera
mas alto en pacientes con un contaje de linfocitos T CD4" menor de 200 células por
mm’ y altas cargas de ARN de VIH (Fidel, 1999; Sanchez, 2005; Thompson et al.,
2010).

Un estudio realizado en Brasil demostr6 que las colonizaciones por Candida spp a nivel
orofaringeo fueron superiores (58,05%) en aquellos pacientes con carga viral de ARN de

VIH significativamente alta y numero promedio de linfocitos T CD4"



significativamente bajo. En China demostraron que la candidiasis psedomembranosa fue
predominante en pacientes infectados por VIH con un contaje de linfocitos T CD4"

inferior a 200 células por mm® (66,07%) (Liu et al., 2006; Delgado et al., 2009).

Algunos trabajos llevados a cabo experimentalmente con ratones infectados e
inmunodeficientes, han proporcionado una base para comprender el papel fundamental
de las células T CD4" y T CD8", macréfagos y leucocitos polimorfonucleares (PMN), en
la defensa del hospedero contra candidiasis mucosa, indicando que la proteccion, contra
la candidiasis mucosa, implica la contratacion y colaboracion interactiva de varias
poblaciones celulares. Por lo tanto, es evidente que multiples, en lugar de individuales,
defectos en los mecanismos de defensa del hospedero son la base potencial de

candidiasis mucosa en la infeccion por VIH (De Repentigny et al., 2004).

Antes de la disponibilidad de la terapia antirretroviral altamente activa, la candidiasis
orofaringea fue un hallazgo muy comun en pacientes infectados con VIH. Con el
desarrollo de medicamentos antirretrovirales eficaces, las tasas de colonizacion por

Candida spp decrecieron en gran medida (Thompson et al., 2010).

En los ultimos afios, se han incorporado los fArmacos inhibidores de la proteasa del VIH
al arsenal terapéutico frente al sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), éstos
han mostrado resultados prometedores en el control clinico de la enfermedad, abriendo
una nueva perspectiva en los esfuerzos realizados para mejorar las condiciones de estos
pacientes. Algunos investigadores atribuyen esta mejora al aumento en el nimero de
linfocitos T CD4" y una reduccion de la carga viral, que restaura la inmunidad de dichos
pacientes, lo que ha reducido el predominio de las infecciones oportunistas, incluyendo

candidiasis oral (Ceballos et al., 1998; Sanchez, 2005; Lusvarghi et al., 2008).

Debido al incremento en la prevalencia de las micosis, se ha hecho necesario desarrollar
sustancias antifingicas para tratar estas infecciones (polienos, fluorocitisina, triazoles,

equinocandinas, sordarinas y azoles de ultima generacion). Con el desarrollo de los



triazoles, especificamente fluconazol e itraconazol, se inicid la profilaxis antifingica y la
terapia empirica en pacientes inmunosuprimidos con sospecha clinica de micosis;
trayendo como consecuencia, cambios epidemiologicos, como la aparicion de cepas con
resistencia secundaria a los antifungicos y la sustitucion de especies sensibles por otras
con resistencia intrinseca. Por tanto, los estudios de sensibilidad in vitro a los
antifngicos se hacen cada vez mas necesarios a fin de conocer su actividad y predecir el
éxito o el fracaso del tratamiento, asi como también conocer otras alternativas de

tratamientos (Zaragoza y Peman, 2006).

Ciertos regimenes de tratamiento con antifingicos han tenido un impacto significativo
en el desarrollo de la resistencia. El uso de cursos repetidos o de bajas dosis de ciertos
antifingicos como el fluconazol han contribuido al desarrollo de resistencia de levaduras

como C. albicans, C. krusei, C. glabrata (Thompson et al., 2010).

La aparicion de aislamientos resistentes a diversos antifungicos obliga a una
identificacion presuntiva rdpida de estos microrganismos para poder instaurar el
tratamiento antimicotico adecuado. El empleo de diferentes medios de cultivo con
sustratos cromogénicos ha demostrado su indudable valor como herramienta para el
diagnostico presuntivo de levaduras, a la vez que ha permitido reconocer la presencia

simultanea de dos 0 mas especies en una misma muestra clinica (Alfonso et al., 2010).

Seglin estudios realizados en el Instituto Dental Santo Thomas en Londres, se ha
observado un incremento de las infecciones orales ocasionadas por levaduras, afectando
mayormente a pacientes infectados con VIH, igualmente, estudios realizados en Caracas
en la Universidad Central de Venezuela (UCV), han demostrado que la candidiasis bucal
constituye una de las patologias con mayor frecuencia en estos pacientes (Tovar et al.,

2004; Pankhurst, 2009).

Sin embargo, son pocos los estudios realizados que permitan conocer la frecuencia de

esta enfermedad en nuestra region, especificamente en el estado Sucre, asi mismo las



pruebas de susceptibilidad in vitro a antifingicos de especies de Candida no se realizan
de manera rutinaria, por lo cual resulta dificil establecer un tratamiento antimicotico
adecuado (Pankhurst, 2009). Teniendo en cuenta estas dificultades y el problema de
salud publica que ocasiona, se realizd el siguiente trabajo de investigacion, cuyo
objetivo fue evaluar la prevalencia y susceptibilidad in vitro a los antifingicos en
especies de Candida aisladas de mucosa oral en pacientes infectados con VIH, que
asistieron a la consulta de medicina interna del Hospital Universitario “Antonio Patricio

de Alcald” (HUAPA) de Cumana, estado Sucre.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

La muestra poblacional estuvo representada por secreciones orales de 86 pacientes, de
edades comprendidas entre 19 y 49 afos, de ambos sexos, ambulatorios, con diagndstico
de infeccion por VIH, que acudieron a la consulta de medicina interna del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcald” de la ciudad de Cumand, estado Sucre,

durante el periodo enero — abril 2011.

A cada paciente se le realizd una encuesta epidemioldgica y clinica (apéndice 1) y se le
solicit6 un consentimiento (apéndices 2 y 3), siguiendo los lineamientos establecidos en
la declaracion de Helsinki, entre los cuales destacan: este trabajo de investigacion estuvo
so0lo a cargo de personas con la debida preparacion cientifica y bajo vigilancia de
profesionales de la salud, por otra parte, se respetd el derecho de cada individuo
participante en la investigacion a fin de salvaguardar su integridad personal y se
adoptaron las precauciones necesarias para respetar la intimidad, integridad fisica y

mental del sujeto (OPS, 2000).

Toma de muestra

Para la toma de muestras se le indico al paciente que inclinara la cabeza hacia atras y
que abriera la boca; luego, con la ayuda de un depresor lingual, se bajé la lengua para
reducir al minimo la contaminacion del hisopo con secreciones bucales. Posteriormente,
se introdujo un hisopo, humedecido con solucion salina fisiologica estéril (SSFE) en la
cavidad, se tomaron muestras de lesiones representativas de candidiasis como: grumos o
placas blanco-amarillentas de consistencia blanda o gelatinosa, que al ser raspadas se
desprendian facilmente, areas rojizas de bordes mal definidos y nédulos blanquecinos,

presentes en la parte baja de la boca, la superficie dorsal de la lengua y areas



retrocomisurales. Una vez recogida la muestra se coloco en tubos de ensayo estériles con

SSFE (Delgado et al., 2000; Aguirre, 2002).

Examen directo

Una vez tomada la muestra, se procedid a realizar examen en fresco con SSFE y un
frotis para tincion de Gram, para observar la presencia de: blastosconidias (cantidad,
morfologia y tamano), niumero de gemaciones, pseudohifas o hifas y tipo de células

presentes (células epiteliales, leucocitos, macréfagos, entre otros) (apéndice 5.1).

Se utilizé la coloracidon Gram para la identificacién de blastosconidias y pseudomicelios
de las especies del género Candida (apéndice 5.2); las cuales son Gram positivas con

variaciones en la intensidad de la coloracion (Murray et al., 2003).

Cultivo

Las muestras se sembraron por duplicado en agar Sabouraud dextrosa (ASD) con
antibidtico (cloranfenicol al 1,00%), para inhibir el crecimiento de flora bacteriana
contaminante. Posteriormente, fueron incubadas a 37°C durante un periodo de 48 horas

(Koneman et al., 1999).

Identificacion de levaduras del género Candida

Caracteristicas morfoldgicas

Se tomaron en cuenta las caracteristicas macroscopicas de las colonias como el aspecto,
tamafio y color (circulares, lisas, blancas, cremosas, de bordes precisos y centro
ligeramente prominente) caracteristico de levaduras del género Candida (apéndice 5.3).

Microscopicamente, se observéd la disposicion de las blastosconidias y formaciéon de



pseudomicelio, caracteristicos para cada especie de Candida en medio so6lido. Para ello,
se us6 el método de Dalmau, que consistido en sembrar por estrias, una porcion de la
colonia aislada, en placas con el medio corn meal agar (CMA) y se le colocé encima una
laminilla estéril; posteriormente, se incubaron a 28°C por 48 horas (apéndice 6.1) y
luego se observo en el microscopio con objetivo de 40X la morfologia caracteristica para

cada especie (Kurtzman y Fell, 1998).

Produccion de color en medio cromogénico (Chromatic Candida)

Esta prueba se aplico a aquellas colonias que reunian caracteristicas levaduriformes
desde el punto de vista morfoldgico. Para ello, se emple6 el medio de Chromatic
Candida, la siembra se realizd segun técnicas convencionales y se incub6 a 37°C durante
48 horas, para que las levaduras desarrollaran el color que las caracteriza. El fundamento
se baso en la deteccion de actividades enzimaticas por parte de las levaduras mediante la
hidrdlisis especifica de un substrato cromogénico en presencia de un indicador. Se
pudieron identificar tres (3) especies con una alta confiabilidad por el color de la
colonia. C. tropicalis produce colonias lisas, cremosas de color azul intenso o colonias
verde azuladas oscuras y ambas con tono metalico; C. krusei produce colonias de color
rosa palido, de aspecto velloso o ligeramente aterciopelado, opaco o seco y de superficie
plana; C. albicans (igual que C. dubliniensis) produce colonias de color verde
esmeralda, brillantes, lisas y cremosas (Koehler et al., 1999; Alfonso et al., 2010). El

color de las demads especies vario entre crema y violeta (apéndice 7.1).

Pruebas fisiologicas y bioquimicas

Las colonias identificadas, presuntivamente, por la produccion de color en medio
cromogénico fueron sometidas a diferentes pruebas fisiologicas y bioquimicas tales
como: produccion de tubo germinal, fermentacion de azicares (zimograma) y desarrollo
en cloruro de sodio al 6,50%, que permitieron llegar a la identificacion definitiva de la

especie.



Produccion de tubo germinal o filamentacidon en suero: se colocd una pequefia porcion
de una colonia de la levadura, obtenida de un cultivo de 24 horas, en un tubo con 0,50
ml de suero humano y se incub6 a 37°C por 2 horas. Transcurrido este tiempo, se coloco
una gota de la suspension entre ldmina y laminilla y se observé al microscopio (40X).
Esta prueba es positiva para C. albicans y C. dubliniensis, las cuales producen un tubo

fino y continuo, sin constriccion en el lugar de origen (apéndice 7.2) (Cuétara et al., 2006).

Fermentacion de azlicares (zimograma): se fundamenta en la propiedad que tienen las
levaduras de utilizar los azicares en anaerobiosis, lo cual se evidenci6 por la produccion
de gas. Para esta prueba se utilizaron los siguientes azucares: glucosa, maltosa, sacarosa,
galactosa y lactosa en concentracion al 2,00% y rafinosa al 4,00%, los cuales se
prepararon en medio basal extracto de malta al 1,00%. La formacion de dioxido de
carbono (CO,) se detectd incorporando al medio liquido un tubo de Durham invertido.
Para inocular las cepas, se preparé una suspension de la levadura aislada (patron N°4
McFarland); luego, se anadieron tres gotas de esta suspension a los tubos que contenian
los azucares antes mencionados con el tubo de Durham invertido, se agitaron
suavemente e incubaron a 28°C por 21 dias. Se consideré positiva la prueba de
fermentacion, cuando se observo formacion de CO, dentro del tubo de Durham invertido
(apéndice 7.1). La observacion se realizd diariamente, debido a que el gas se reabsorbe
(Lasker et al., 2001). Los resultados se interpretaron seglin tabla de identificacion de

levaduras (anexo 1).

Prueba de crecimiento en cloruro de sodio (NaCl) al 6,50%: se prepard una suspension
de la levadura sospechosa a 0,50 McFarland y se agregaron 25 pl de esta suspension a
un tubo de ensayo con 1 ml de NaCl al 6,50% y una gota de extracto de levadura al
10,00%; posteriormente, se incubd el tubo a 37°C por un maximo de 72 horas. Al
término de este tiempo, las cepas de C. albicans produjeron turbidez y crecimiento en el

tubo; por el contrario, las otras especies de Candida no crecieron ni produjeron turbidez
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en NaCl al 6,50%. Esta prueba se utilizo para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis
(Hartz et al., 2002).

Determinacion de la susceptibilidad a los antifiingicos (azoles)

Meétodo de difusion en agar con discos de antifungicos (antifungigrama): este método se
realizd siguiendo los lineamientos establecidos por el Comité Internacional de
Estandares de Laboratorio Clinico (CLSI), 2008, en su documento M44-A, para la

determinacion de susceptibilidad de hongos levaduriformes a los antifiingicos.

Técnica:

A partir de un cultivo de 24 horas a 35°C en ASD, se prepar6d un indculo de turbidez
0,50 McFarland en SSFE (siguiendo las indicaciones establecidas en el documento M
44-A, para un estricto control de calidad). Para el método de difusion, se utilizaron
placas de Petri de 10 cm de diametro, con 25 ml de agar Mueller-Hinton modificado
(MHm), adicionado con 2,00% de glucosa y al cual se le agregd azul de metileno, hasta

concentracion final de 0,50 mg/ml.

La superficie de cada placa de Petri con agar MHm se disemind, en tres direcciones,
con un hisopo cargado con el inoculo correspondiente; posteriormente, se dejo secar
durante 10 a 15 minutos a 37°C. Se colocod un disco de fluconazol (25 pg), uno de
voriconazol (1 pg) y uno de itraconazol en cada placa y se incubaron durante 48 horas a
37°C. La prueba se realiz6 por duplicado. Finalmente, se midi6 el diametro del halo de
inhibicion del crecimiento y se catalogd como sensible o resistente, empleando los

puntos de cortes para levaduras recomendados por el CLSI (2008).

Para el control de calidad, se utilizaron las cepas de referencia de la American Type

Culture Collection (ATCC): C. parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258,

11



donadas por el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, Caracas, Venezuela.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante la aplicacion de estadisticas
descriptivas y representados en tablas y figuras. Para comparar los diferentes patrones de
susceptibilidad in vitro a antifingicos de especies de Candida, en pacientes infectados
con VIH, se aplico la prueba estadistica de Chi-cuadrado con correccion de Yates, en un
95,0% de confiabilidad (Jiménez, 2000). El andlisis de los datos se llevd a cabo
utilizando el paquete estadistico SPSS, version 15,0 para Windows (SPSS Inc., Chicago
IL, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron un total de 86 muestras de secreciones orales, obtenidas de pacientes con
edades comprendidas entre 19 y 49 afios de edad, 55 correspondieron al sexo masculino
y 31 al sexo femenino, provenientes de la consulta de medicina interna del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcald” durante los meses enero — abril 2011. Del
total de muestras procesadas, se obtuvieron 45 (52,32%) cultivos positivos para
levaduras del género Candida (figura 1). Estos resultados son similares a los reportados
por Junqueira et al. (2012) en Brasil, quienes obtuvieron 40 (66,66%) cultivos positivos
de levaduras en mucosa oral a partir de 60 pacientes infectados con el VIH. Igualmente,
Nweze y Ogbonnaya (2011) en Nigeria y Wu et al. (2012) en Taiwan encontraron un
60,00 y 59,00% respectivamente, de pacientes colonizados por especies de Candida en
un total de 200 infectados con VIH; sin embargo, Patel et al. (2006) y Katiraee et al.
(2010) encontraron una incidencia mucho mayor (81,30 y 77,30% respectivamente) de
cultivos positivos para levaduras del género Candida en aislados orales de pacientes

infectados con VIH.

s

47,68%

o | Cultivos

pozitivoz

& Cultivos
negativos

Figura 1. Frecuencia de cultivos positivos para Candida spp en muestras de mucosa oral
de pacientes infectados con VIH provenientes de la consulta de medicina interna del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, en Cumana, estado Sucre. Enero
- abril de 2011.
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De los cultivos positivos para Candida spp se aislaron diferentes especies identificadas
fenotipicamente mediante pruebas convencionales rapidas aplicadas en el laboratorio,
tales como: formacion de tubo germinal, morfologia caracteristica (técnica de Dalmau) y
produccion de color en agar Chromatic Candida, segin la especie. Las cepas aisladas
fueron en su mayoria identificadas como C. albicans (69,56%) seguida de C.
dubliniensis 6 (8,69%), lo cual se muestra en la tabla 1. Estos resultados son similares a
los reportados por Sanabria et al. (2006) en Paraguay, quienes aislaron un 58,00% de C.
albicans en mucosa oral de pacientes infectados con el VIH y a los descritos por
Baradkar y Kumar (2009) y Arora et al. (2009) en la India, quienes obtuvieron un mayor
porcentaje de aislamientos de C. albicans (70,00 y 75,00%, respectivamente), en 120
pacientes infectados con el VIH; sin embargo, Arias et al. (2007) y Hamza et al. (2008)
encontraron una prevalencia casi absoluta (93,00%) de C. albicans en aislados orales de

pacientes infectados con VIH.

Tabla 1. Distribucion porcentual de especies de Candida identificadas mediante
métodos convencionales, aisladas de mucosa oral de pacientes infectados con VIH
provenientes de la consulta de medicina de interna del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala” en Cumana, estado Sucre. Enero- abril de 2011.

Especie N %
C. albicans 48 69,56
C. dubliniensis* 6 8,69
C. krusei 5 7,25
C. lusitaniae 5 7,25
C. tropicalis 4 5,80
C. parapsilosis 1 1,45
Total 69 100

N: Numero de cepas; %: porcentaje; *: cepas confirmadas molecularmente en el trabajo de grado de
Higuerey y Ortiz (2011).

La mayoria de las candidiasis orales son producidas por C. albicans, sin embargo,
Mendoza (2005) describié aumentos en la frecuencia de especies no albicans en los
aislados orales de pacientes infectados con el VIH; Maninder y Usha (2007) encontraron

un 29,50% de aislamientos no albicans en estos pacientes, asi mismo, Sanabria et al.
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(2006) obtuvieron un 42,00% de especies no albicans en un estudio realizado a 310
pacientes infectados con VIH en Paraguay. En el presente estudio, se obtuvo un 30,44%
de cultivos positivos para especies no albicans, distribuidos de la siguiente manera: C.
dubliniensis (8,69%), C. lusianiae (7,24%), C. krusei (7,24%), C. tropicalis (5,79%) y
C. parapsilosis (1,49%).

Muchos investigadores han descrito aislamientos atipicos de C. albicans en pacientes
infectados por el VIH, entre ellos, Sullivan et al. (1997), observaron que muchos de
estos aislamientos mostraban una serie de caracteristicas fenotipicas (hiperproduccion de
clamidosporas, serotipo A, crecimiento a 42°C, entre otros) y genotipicas comunes, con
las suficientes diferencias del resto de los aislamientos clinicos tipicos de C. albicans
como para formar una especie distinta, C. dubliniensis. Esta especie se ha descrito
principalmente, en aislamientos orales de personas infectadas por el VIH y con
candidiasis oral, pero también se ha observado, aunque en menor medida, en

aislamientos orales de personas sanas (Hartung et al., 2005).

C. dubliniensis se ha aislado, entre un 14,40% a un 26,30% en muestras de la cavidad
oral de personas infectadas con VIH (Mata et al., 2002; Blignaut, 2007). En el presente
trabajo se muestra una incidencia mucho menor, con un total de 8,69% de los aislados;
sin embargo, fue la segunda especie en frecuencia. Resultados similares fueron
encontrados por Ceballos et al. (1998) en Espafia, con un 8,00% de cepas de C.
dubliniensis aisladas en 86 pacientes infectados con el VIH y por Thompson et al.
(2010) en los Estados Unidos, con un 9,70% de aislados de C. dubliniensis en 122

pacientes infectados con VIH.

Otras especies aisladas en esta investigacion fueron C. lusitaniae y C. krusei, ambas con
el mismo porcentaje (7,24%), en concordancia con estos resultados, Melo et al. (2004),
en Brasil, encontraron un 5,20 y 7,50% de aislados de C. lusitaniae y C. krusei,

respectivamente. Por el contrario, otros investigadores como Delgado et al. (2009),
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Hamza et al. (2008) y Sanabria et al. (2006) han hallado porcentajes de aislamientos
mucho menores para estas especies, que van desde un 0,70% hasta un 3,40%.

Las asociaciones entre especies diferentes de Candida no son infrecuentes, aunque se
observan mas comUnmente en muestras orales de personas sanas sin candidiasis
(Ceballos et al., 1998). En este estudio, 4 de los 45 pacientes con candidiasis presentaron
dos especies diferentes de Candida. Resultados similares fueron hallados por Gutiérrez
et al. (2007) con 6 pacientes colonizados por diferentes especies de manera simultanea.
El aislamiento de especies diferentes a C. albicans en las muestras orales puede ser
consecuencia de la seleccion impuesta por la terapia antifingica empleada,
habitualmente con el uso de antifungicos azolicos como el fluconazol. Las especies con
resistencia innata y adquirida al fluconazol como C. krusei o C. glabrata se

seleccionarian por esta presion antifingica (Lopez et al., 2005; Mendoza, 2005).

Para llegar a una identificacion presuntiva de las especies de Candida, se establecieron 9
grupos fenotipicos, los cuales estan representados en la tabla 2, basados en la produccion
de color en agar Chromatic Candida, formacion de tubo germinal, fermentacion de

carbohidratos y desarrollo en NaCl al 6,50%.

Tabla 2. Perfil fenotipico expresado en 69 cepas aisladas de mucosa oral de pacientes
infectados con VIH provenientes de la consulta de medicina interna del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcald” en Cumana, estado Sucre. Enero — abril
2011.

NacCl Zimograma Especie
Grupo N ACC TG 6,50% G Ga S - L MR Preslljmtiva

I 36 Verde cremosa  + + + - - - 4+ - C.albicans

11 12 Verde cremosa + + + + - - 4+ - C.albicans

111 4  Verde cremosa  + - + - - - + - C.dubliniensis
v 2  Verde cremosa + - + 4+ - - + - C.dubliniensis
A% 4 Violeta seca - - + + + - + - C.lusitaniae
VI 1  Violeta seca - - + - 4+ - 4+ - C.lusitaniae
VII 5 Rosaseca - - + - - - - - C.krusei
VII 4 Azul cremosa - - + + + - - C. tropicalis
IX 1 Beige cremosa - - + + - - - - C.parapsilosis

N: ntimero de cepas; ACC: agar chromatic Candida; TG: tubo germinativo; G: glucosa; Ga: galactosa;
S: sacarosa; L: lactosa; M: maltosa; R: rafinosa.
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Las cepas identificadas como presuntivas C. dubliniensis, fueron confirmadas mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el trabajo de grado realizado

por Higuerey y Ortiz (2011).

La identificacion de las especies de Candida a partir de muestras clinicas requiere de
una serie de estrategias de aislamiento, asi como de la aplicacion de técnicas
convencionales basadas en métodos fisioldgicos y bioquimicos por parte del laboratorio
clinico, como lo son: agar cromogénico, formacion de tubo germinativo, disposicion de
blastoconidias en CMA, zimograma, desarrollo en NaCl al 6,50%, entre otras (Quindds
et al., 2001; Sullivan et al., 2004). Todos los aislamientos clinicos fueron identificados

usando cada uno de los métodos de identificacion antes mencionados.

Las caracteristicas morfologicas macro y microscopicas de las colonias aisladas
(apéndice 4.3 y 5.1), permitié una orientaciéon sobre la especie presuntiva, pero no se
pueden tomar como base de una identificacion definitiva, debido a la semejanza, en
algunos casos, de las mencionadas caracteristicas entre distintas cepas, por lo que se
hace necesaria la aplicacion de otras técnicas para llegar a la identificacion de las

especies.

Dentro de los métodos de identificacion utilizados estuvo el agar cromogénico
(Chromatic Candida), utilizado para la caracterizacion presuntiva de las especies. El uso
de medios con sustratos cromogénicos ha sido un gran avance en la identificacion
temprana de distintas especies de levaduras, asi como también ha permitido el
reconocimiento de mas de una especie en una misma muestra clinica capaz de causar
infecciones de manera simultanea; sin embargo, las colonias se presentan en una gama
de colores determinados y la caracterizacion de los mismos es altamente subjetiva, ya
que depende del observador. Por esta razon, no siempre resulta sencillo diferenciar entre
variaciones de tonalidades de un color, para determinar exclusivamente con ésto, la

correspondencia con la especie aislada.
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Algunos autores sefialan que C. albicans produce colonias verde cremosa, C. tropicalis
azul cremosa y C. krusei rosa seca; asi mismo, otras especies de Candida se presentan en
matices que van desde el marfil al violeta (Ballesté et al., 2005; Lopez et al., 2005;
Alfonso et al., 2010; Lobaina, 2010; Madhavan et al., 2011). Los resultados obtenidos
en esta investigacion, concuerdan con lo antes descrito en cuanto a las tonalidades de
colores segun la especie, puesto que se lograron identificar, sin problema alguno, C.
albicans, C. tropicalis y C. krusei, presentandose dificultades solo en la identificacion de
especies como C. lusitaniae y C. parapsilosis, donde se tomo el criterio de marfil a
violeta, encontrandose una amplia variacion entre estos colores. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Hospenthal et al. (2006), quienes observaron que las
colonias de estas especies mostraron una gran diversificacion entre tonos violeta, rosa y
marfil. En el caso de C. krusei la condicion de seca y bordes rugosos ayudd en la
caracterizacion presuntiva por este medio. Algunos autores sefialan que C. dubliniensis
produce colonias de color verde mas oscuro que C. albicans (Kirkpatrick et al., 1998;
Freydiere et al., 2001; Ellepola et al., 2003); no obstante, otros estudios han sefialado
que no siempre se evidencia la divergencia de color y que basarse unicamente en este
aspecto puede causar confusion (Ballesté et al., 2005; Lopez et al., 2005; Hospenthal et
al., 2006; Sahand et al., 2009). En esta investigacion, los aislamientos mencionados
anteriormente, no mostraron diferencias en la tonalidad que permitieran diferenciar unas

de otras.

En cuanto a la prueba de formacion de tubo germinativo, fue aplicada a aquellas cepas
presuntivas de C. albicans (54) en agar cromogénico, lo que permitid identificar estos
aislamientos, mas no asi inferir sobre la identidad de las demads especies; estos resultados
coinciden con Lopez et al. (2005) quienes obtuvieron produccion de tubo germinal en la
totalidad de las cepas posteriormente identificadas como C. albicans. Cabe destacar que,
C. dubliniesis también es capaz de producir tubo germinal, por lo que esta prueba por si

sola no permiti6 llegar a la diferenciacion de las mismas.

Para la diferenciacion entre C. albicans y C. dubliniensis se utilizo la prueba de
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desarrollo en NaCl al 6,50%, observandose que 6 de las cepas, que previamente fueron
identificadas como C. albicans no tuvieron crecimiento en este medio, lo que permitid
inferir que estas pertenecian a la especie C. dubliniensis, las 48 cepas restantes se
desarrollaron en Nacl al 6,50%, por lo tanto fueron caracterizadas como C. albicans.
Esta prueba se ha aplicado en pocos estudios, sin embargo, estudios realizados por Alves
et al. (2002), y Al-Sweih et al. (2005), demostraron que C. dubliniensis no es capaz de
crecer en presencia de NaCl al 6,50%. Por otro lado, Alvarez et al. (2009), utilizaron el
medio ASD y afnadieron una cantidad en gramos de la sal, obteniendo una concentracion
de NaCl al 6,50%, sembraron 7 cepas identificadas como C. dubliniensis y solo 5

crecieron en el medio.

La prueba bioquimica de fermentacion de carbohidratos arrojé algunos resultados
dispares entre las cepas estudiadas. Sin embargo, a partir de esta prueba se pudieron
identificar 66 (97,00%) de los aislamientos, los cuales presentaron perfiles coincidentes
con lo expuesto en la tabla de identificacion de levaduras (anexo 1), resultados similares
fueron hallados por Lopez et al. (2005), quienes lograron identificar a través de esta
prueba un 98,00% de los aislados. En esta investigacion, de los 69 aislamientos clinicos,
51 presentaron el perfil de fermentacion de hidratos de carbono que corresponde a
C. albicans y C. dubliniensis, 5 presentaron un perfil tipico de C. krusei, 5 siguieron el
perfil que corresponde a C. lusitaniae, 4 el perfil de C. tropicalis y 1 el perfil de
C. parapsilosis. Los 3 aislamientos restantes no presentaron perfiles tipicos que
correspondieran con los tabulados para las diferentes especies de Candida, utilizando

esta prueba.

En la tabla 3 se muestran los resultados de las pruebas de susceptibilidad antifungica
de las diferentes especies de Candida a fluconazol, itraconazol y voriconazol, donde
se pudo evidenciar que C. tropicalis y C. krusei, a diferencia de las otras especies,
desarrollaron una mayor resistencia in vitro a estos antifungicos (apéndice 8.2), sin

embargo, es importante resaltar que C. Krusei posee resistencia intrinseca a
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fluconazol.

Tabla 3. Sensibilidad a fluconazol, itraconazol y voriconazol, utilizando el método de
difusidn en agar en cepas de C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei, C. tropicalisy C.
parapsilosis, provenientes de mucosa oral de pacientes infectados con VIH que
asistieron a la consulta de medicina interna del Hospital Universitario Antonio
Patricio de Alcald, en Cuman3, estado Sucre. Enero — abril 2011.

Fluconazol Itraconazol Voriconazol

Antifiingicos S R S R S R
n (%) n (% n () n (%) n (%) n (%)
C. albicans 33 47,83 1521,74 26 37,68 22 31,88 12 17,39 36 52,17
C. dubliniensis 0O 000 6 870 2 290 4 580 4 580 2 2,90
C. krusei 0 000 5 725 2 290 3 435 3 435 2 290
C. lusitaniae 2 290 3 435 1 1,45 4 580 5 7,25 0 0,00
C. tropicalis 1 145 3 435 0 0,00 4 580 1 1,45 3 4,35
C. parapsilosis 1 145 0 0,00 0 0,00 1 145 1 1,45 0 0,00

S: sensible; R: resistente; n: nimero de cepas; %: porcentaje.
2 2 2

La creciente resistencia a los tratamientos antimicoticos, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos, como aquellos con infeccion por VIH y la ampliaciéon de las
opciones de tratamiento ha llevado a la necesidad de que las pruebas de sensibilidad
antifungica sean clinicamente relevantes, dicha resistencia con frecuencia se ha atribuido
a una presion selectiva provocada por agentes azolicos y las dosis acumuladas debidas a
la exposicion a varios cursos de terapias de supresion a corto o largo plazo, en pacientes

con candidiasis orofaringea.

El fluconazol se considera el farmaco de eleccion para el tratamiento de la candidiasis
orofaringea en pacientes con infeccion por VIH, debido a su buena absorcion, baja
toxicidad y su capacidad para ser administrado a través tanto via oral como intravenosa,
sin embargo, su exposicion prologada puede ser causa de desarrollo de resistencia. En el
presente estudio, la mayor resistencia a fluconazol estuvo representada por las especies
de Candida no albicans (24,63%). Todas las cepas aisladas de C. dubliniensis y
C. krusei (tabla 3) fueron resistentes a este antimicotico. Estos resultados son
congruentes con los reportados por otros autores, quienes describen a C. krusei como

un patdégeno oportunista seleccionado por su caracteristica de ser intrinsecamente
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resistente; esta resistencia se atribuye a una disminucion de la sensibilidad de la enzima
diana, 14a-demetilasa, a la inhibicion por parte de esta droga, cuya funcion es prevenir
la conversion de lanosterol a ergosterol, componente esencial de la membrana
citoplasmatica y subsecuente acumulacion de 14a-metil esteroles (Orozco et al., 1998;
Fukuoka et al., 2003; Hartung et al., 2005; Guinea et al., 2006). En cuanto a
C. dubliniensis, diferentes autores concuerdan en que su mecanismo de resistencia se
basa en una sobrexpresion de la proteina Mdrlp (codificada por el gen CdCDR1)
(Wirsching et al., 2001; Sullivan et al., 2004; Pinjon et al., 2005; Schubert et al., 2008).

Asi mismo, otras especies como C. lusitaniae y C. tropicalis presentaron resistencia a
fluconazol en mas del 50,00% de las cepas (4,35%) en cada caso (tabla 3). Resultados
similares fueron reportados por Nadagir et al. (2008), quienes demostraron que las
especies de Candida no albicans, presentaban una marcada resistencia a este
antifingico. No obstante, 21,74% de las cepas de C. albicans presentaron resistencia al
fluconazol (tabla 3), estos resultados coinciden con Gutiérrez et al. (2007), quienes
obtuvieron 20,80% de cepas de C. albicans resistentes a este antimicotico. Esto debido,
segun diferentes investigaciones, a mutaciones en el gen ERG11 que codifica la enzima
14a-demetilasa disminuyendo la afinidad de este azol por su blanco de ataque (Barchiesi
et al., 2000; Noél et al., 2003; Vandeputte et al., 2005; Reboutier et al., 2009;
Kothavade et al., 2010).

De igual manera, la mayor resistencia a itraconazol se obtuvo en cepas de C. albicans
(31,88%), seguida de C. dubliniensis (5,80%), C. lusitaniae (5,80%) y C. tropicalis
(5,80%). La tnica cepa de C. parapsilosis aislada presenté resistencia solo a itraconazol
(1,45%); en contraste con estos resultados, Melo et al. (2004), encontraron un gran
porcentaje de cepas resistentes a itraconazol tanto de C. albicans (46,24%) en 173
aislamientos; sin embargo, Skrodeniene et al. (2006), hallaron igual porcentaje de
aislamientos resistentes de especies de C. albicans y no albicans. En cuanto a
voriconazol, C. albicans fue la especie con mayor resistencia (52,17%) a este

antifingico y en menor porcentaje las especies no albicans (10,15%), estos resultados
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difieren con Sanchez et al. (2010), quienes obtuvieron un 100% de susceptibilidad al

voriconazol tanto en especies de C. albicans como no albicans resistentes a azoles.

La alta resistencia de aislados de C. albicans a los diferentes compuestos azolicos puede
ser consecuencia, al igual que en C. dubliniensis, a una sobrexpresion debida a
mutaciones de la proteina Mdrlp, la cual es una bomba de expulsion de compuestos
enddgenos y xenobidticos fuera de la célula (Hiller et al., 2006; Chen et al., 2009; Zhu
et al., 2010; Bruzual y Kumamoto 2011; Schubert et al., 2011). Ademas, los cambios en
la afinidad de los azoles por la enzima 14a-demetilasa causados por sustituciones de
aminodcidos han sido reportados como un mecanismo de resistencia a antifingicos
azolicos en aislados de C. albicans; con respecto a ésto, Feng et al. (2010), obtuvieron

19 sustituciones de aminoacidos en el gen ERG11 en 10 aislados de C. albicans.

En la tabla 4, se muestra la asociacion entre la resistencia antifungica de las especies de
Candida con los factores epidemiologicos y clinicos de los pacientes de este estudio,
donde se puede observar que la mayoria de las cepas de C. albicans fueron resistentes a
voriconazol y las mismas provinieron de pacientes, infectados con VIH, con
sintomatologia clinica de candidiasis oral (19), de sexo masculino (22), entre 30 y 40
anos de edad (14), sin tratamiento previo con fluconazol (21) y que tenian tratamiento
antirretroviral con inhibidores de la proteasa (IP) (16). En el caso de C. dubliniensis,
todas las cepas resistentes a fluconazol, fueron aisladas mayormente de pacientes
sintomaticos (4), de sexo masculino (6), entre 30 y 40 afios (3), con tratamiento previo
con fluconazol (4) y tratamiento antirretroviral con IP (3). Por otro lado, las cepas de C.
lusitaniae resistentes mayormente a itraconazol, se aislaron principalmente de pacientes
con sintomas clinicos (3), de sexo femenino (3), entre 26 y 30 afios (3), sin tratamiento
previo con fluconazol (3) y tratamiento antirretroviral con inhibidores no nucleosidos de
la transcriptasa reversa (INNTR) (3). Las cepas de C. krusei pertenecian, en su mayoria,
a pacientes con sintomatologia clinica para candidiasis oral (3), de sexo masculino (5),
entre 20 y 25 afios (3), con tratamiento previo con fluconazol (5) y tratamiento

antirretroviral con IP (3); asi mismo; las cepas de C. tropicalis principalmente resistentes
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a itraconazol fueron aisladas en mayor porcentaje, de pacientes con sintomas clinicos
(3), de sexo masculino (3), mayores de 40 afios (3), con tratamiento previo con
fluconazol (3) y tratamiento antirretroviral con IP (2). La cepa de C. parapsilosis
aislada, fue resistente a itraconazol y provenia de un paciente sintomatico (1), de sexo
masculino (1), de 32 afios (1), con tratamiento previo con fluconazol (1) y tratamiento

antirretroviral con IP (1).

El uso extensivo de azoles puede ser un terreno favorable para la aparicién de especies
de levaduras resistentes y por tanto, el fracaso del tratamiento clinico, Magaldi et al.
(2001) encontraron que el 9,80% y 4,90% de resistencia en aislados de C. albicans de
pacientes sin tratamiento previo fueron resistentes a fluconazol e itraconazol,
respectivamente; las cuales aumentaron a 44,70% y 44,15% respectivamente, después
del tratamiento con estas drogas. Estos datos sugieren que el uso continuo de agentes
antiflingicos, en particular fluconazol, puede conducir al fracaso del tratamiento clinico
que es significativamente correlacionado con una menor susceptibilidad a fluconazol,
itraconazol y otros azoles; sin embargo, en los resultados obtenidos del presente estudio
no se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre la resistencia de C.

albicans a compuestos azoélicos y el tratamiento previo con estos antiflingicos.

El comensalismo de C. albicans no es el resultado de un comportamiento benigno de
uno de los muchos componentes de la microbiota humana, sino mas bien el resultado de
potentes receptores de la respuesta inmune innata y adaptativa que limitan el crecimiento
de un microrganismo, potencialmente peligroso, en el epitelio. La pérdida selectiva de
células del sistema inmune con la progresion de la infeccion por el VIH causa el
decaimiento de la contencion de hongos en el epitelio oral y permite que C. albicans
pueda expresar su potencial patogénico, provocando una serie de signos y sintomas
caracteristicos segun el tipo de candidiasis oral como grumos, placas gelatinosas,
erosiones, ulceras, dolor y ardor, nédulos blanquecinos, entre otros (Aguirre, 2002;
Cassone y Cauda, 2012; Gow y Hube, 2012). En esta investigacion se aislaron cepas de

pacientes tanto sintomaticos como asintomaticos para candidiasis oral y se encontr6
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relacion estadisticamente significativa entre la resistencia al voriconazol, en aislados de
C. albicans y la presencia de sintomas de candidiasis oral (p<0,017); sin embargo, no
existen trabajos previos que relacionen la presencia o ausencia de estos sintomas con la

resistencia de Candida spp a compuestos azélicos en pacientes infectados con VIH.

En este estudio el mayor indice de resistencia a compuestos azolicos se presentd en
aquellos aislamientos provenientes de pacientes de sexo masculino, con edades
comprendidas entre 31 y 40 afios de edad; sin embargo, no hubo asociacion
estadisticamente significativa entre la resistencia a los antifingicos y la edad o el sexo.
No hay trabajos que demuestren que estos factores epidemioldgicos sean importantes en

el desarrollo de resistencia de las especies de Candida a azoles.

24



Tabla 4. Asociacién entre la resistencia a azoles de las especies de Candida aisladas con las variables clinicas y demograficas de
los pacientes infectados con VIH que asistieron a la consulta de medicina interna del Hospital Universitario “Antonio Patricio
de Alcald”. Enero - abril 2011.

C. albicans C. dubliniensis C. lusitaniae C. krusei C. tropicalis C. parasilopsis

Variagbes F I v ~F I Vv F 1 v F 1 VvV F 1 V F 1 V
(15 22) 36 © H @ G GO 6 G @ & @ O @O ©

Sintomaticas 8 12 19* 4 3 2 2 3 0 3 2 2 2 3 3 0 1 0
Asintomaticas 7 10 17 2 1 0 1 1 0 2 1 0 1 1 0 0 0
Sin 9 13 21** 2 1 0 0 3 0 0 1 0 2 1 O 0 0 0
tratamiento

Con 6 9 15 4 3 2 3 1 0 5 2 2 1 3 3 0 1 0
tratamiento

(Fluconazol)

Sexo

Masculino 10 15 22 6 4 2 1 1 0 5 3 2 2 3 0 1 0
Femenino 5 8 14 0 0 0 2 3 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
Edad

20 -25 2 2 0 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0 o0 0 0 0
26 - 30 3 3 3 1 1 2 1 30 0 0 0 0 0 o 0 0 0
31-40 6 12 4 3 2 0 2 1 O 1 1 0 1 1 1 0 1 O
> 40 4 5 5 2 1 0 0 0 0 1 0 2 2 3 2 0 0 O
Tratamiento

Antiretroviral

1P 8 12 16 3 2 2 2 1 0 3 2 2 2 2 2 0 1 0
INNTR 3 4 8 1 0 0 1 3 0 2 1 0 1 1 1 0 0 0
INTR 4 6 12 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

n: numero de cepas; IP: inhibidor de la proteasa; INTR: inhibidor nucledsido de la transcriptasa reversa; INNTR: inhibidor no nucledsido de la
transcriptasa  reversa; F:  fluconazol, 1. itraconazol; V: voriconazol; *OR: 447- 510 (p<0,017); **OR: 4,6 (p<0,01)
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Con el desarrollo de medicamentos antirretrovirales eficaces, las tasas de candidiasis
oral y de colonizacion oral por Candida spp decrecieron notablemente, estas
disminuciones se asociaron con las tendencias hacia la reduccion de las tasas de
aislamientos resistentes a fluconazol en pacientes infectados con VIH (Thompson et al.,
2010). La epidemiologia de la candidiasis oral en pacientes que reciben terapia
antirretroviral y la importancia de la resistencia antiflingica en esta poblacion no estan
bien descritas. En esta investigacion, la mayoria de los aislados resistentes a compuestos
azodlicos provinieron de pacientes que tenian tratamiento con IP; a pesar de ello, no hubo
asociacion estadisticamente significativa entre el uso de antirretrovirales y la resistencia
a zoles, en contraste con estos resultados, Migliorati et al. (2004), hallaron una
disminucion significativa de la resistencia de Candida spp a ketaconazol ¢ itraconazol al
afadirle ritonavir (INTR) a los medios que contenian estos antifungicos (p<0,5); asi
mismo, Tacconelli et al. (2002), demostraron una disminucién significativa de la
resistencia al fluconazol desde un 45 a 10,00% (p<0,001) e itraconazol de 37,00 a 7,00%

(p<0,001) luego del tratamiento con antirretrovirales de gran actividad.

En la tabla 5, se muestran los niveles de linfocitos T CD4" y la carga viral de los
pacientes de este estudio en relacion con la presencia de candidiasis, donde puede
observarse que la mayoria de los pacientes positivos para candidiasis fueron aquellos
con carga viral superior a 50 copias por mm’ y un recuento de linfocitos T CD4"
inferior a 200 células por mm® (35,60%), por el contrario aquellos pacientes positivos
con carga viral inferior a 50 copias por mm® presentaron en su mayoria un recuento de

linfocitos T CD4" superior a 350 células por mm>(11,01%).

Clinicamente la candidiasis oral es mas comun en pacientes infectados con altas cargas
de ARN de VIH y un recuento de linfocitos T CD4" inferior a 200 células por mm’. Los
linfocitos T CD4" representan la primera linea de defensa contra Candida spp, la
deplecion del niimero de células T CD4" y el cambio en la expresion de citoquinas Thl
y Th2 reducen la expresion de macréfagos y PMNs provocando la aparicion de

candidiasis oral (De Repentigny et al., 2004; Arora et al., 2009).
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Tabla 5. Asociacién de los niveles de linfocitos T CD4" y la carga viral con la presencia de
candidiasis en pacientes infectados con VIH que asistieron a la consulta de medicina
interna del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, en Cumand, edo.
Sucre. Enero - abril 2011.

Positivos Negativos Total Significancia
N % N % N %
Carga viral
>50 copias/ml
TCD4" cel/mm’
>350 12 26,67 10 2439 22 2558 x’= 0,958NS
200-350 10 2222 6 14,63 16 18,16 x>= 1,932NS
<200 16 35,56 3 732 19 22,09 y’=10,132*%
Carga viral
<50 copias/ml
TCD4" cel/mm’
>350 5 11,11 18 4390 23 26,74 x’= 0,937NS
200-350 1 222 4 9,76 5 581 y’= 0,32INS
<200 1 222 0 0,00 1 1,16 x’= 0,000NS

N: numero de pacientes; %: porcentaje; cel: células; NS: no significativo con correccion de yates )(( 1;0,05) = 2,958; *:
significativo con correccion de yates  %(1;0,001) = 8,932.

Los resultados de este estudio, demuestran que la colonizacion oral por Candida spp fue
significativamente més frecuente en aquellos pacientes con carga viral superior a 50
copias de ARN de VIH y un recuento de linfocitos T CD4" inferior a 200 cel/mm’,
dichos resultados concuerdan con Delgado et al. (2009), quienes encontraron, en un
estudio llevado a cabo en Brasil, asociacion significativa entre la colonizacion oral por
Candida spp con una alta carga de ARN de VIH y una disminucion en el contaje de
células T CD4" por debajo de 200 cel/mm’ (p<0,003). Igualmente, Liu et al. (2006),
demostraron un aumento en la frecuencia de candidiasis oral a medida que el contaje de
linfocitos T CD4" disminuia (p<0,0001), ademas de un predominio de candidiasis
pseudomembranosa en aquellos pacientes infectados con VIH con T CD4" inferior a 200
cel/mm’. Ademas Wu et al. (2012), establecieron que un contaje de linfocitos T CD4"
superior o igual a 200 cel/mm’ se asocia con un menor riesgo de colonizacion oral por
levaduras. Sin embargo, Bandar et al. (2006) y Kamtane et al. (2012), difieren con estos
resultados, ya que en investigaciones realizadas en pacientes infectados con VIH
demostraron que no habia correlacion entre la colonizacion oral por Candida spp y

recuentos bajos de células T CD4".
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CONCLUSIONES

Candida albicans fue la especie aislada con mayor frecuencia de la cavidad oral de

pacientes infectados con VIH.

Fluconazol sigue siendo el antifingico mas eficaz contra Candida albicans, mientras

voriconazol para especies no albicans.

El recuento de linfocitos T CD4" inferior a 200 cel/mm’ asi como, cargas de ARN de
VIH superior a 50 copias resultaron significativamente, asociados con la presencia de

candidiasis oral en la poblacion de estudio.
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RECOMENDACIONES

A pesar de que la frecuencia de especies de Candida no albicans fue significativamente
menor que la de Candida albicans, en pacientes con candidiasis oral, se recomienda
continuar el estudio de aislamientos de estas especies principalmente, en pacientes

infectados con VIH, con el fin de vigilar la emergencia de resistencias.
Es recomendable el estudio de la susceptibilidad in vitro a antifingicos en especies de

Candida, ya que permite obtener datos relativamente confiables a la hora de seleccionar

el firmaco mas adecuado para el tratamiento de la candidiasis.
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APENDICES
APENDICE 1

SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA EN Candida spp. AISLADAS DE MUCOSA
ORAL DEPACIENTESINFECTADOSCONELVIRUS DEINMUNODEFICIENCIA
HUMANA (VIH) EN CUMANA, ESTADO SUCRE.

FICHA DE REGISTRO DEL PACIENTE

Fecha:
DATOS DEL PACIENTE
NO
Nombres y Apellidos Edad | Sexo

Fecha de Nacimiento

Lugar de Nacimiento

Direccion de Habitacion

| AREA DE ATENCION
Hospitalizado | [] Ambulatorio | []
Linfocitos T Fecha Fecha Fecha
N° CD4: N° CD4: N° CD4:
N° CD3: N° CD3: N° CD3:
N° CDS: N° CD8: N° CD8:
Carga Viral:
TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL (ARV)
ST NO L]
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EN CASO AFIRMATIVO DATOS CLINICOS
Monoterapia Biterapia | |
Triterapia || Mas de tres farmacos ||
EN CASO NEGATIVO DATOS CLINICOS
Nunca lo recibi6 Motivo:
Suspendido L Motivo:
ENFERMEDADES DIAGNOSTICADAS INDICATIVAS DE SIDA
Diabetes Si No
En caso afirmativo: Tiempo de Diagnosticada
Tratamiento Si | No | Especifique:
Cancer Si No
En caso afirmativo: Tiempo de Diagnosticada
Tratamiento Si | No | Especifique:
(Ha sufrido Enfermedades renales? | si | No
En caso afirmativo: Tiempo de Diagnosticada ‘
Tratamiento Si | No | Especifique:
(Ha sufrido alguna otra enfermedad? \ Si \ No
En caso afirmativo: Tiempo de Diagnosticada \
Tratamiento Si | No | Especifique:

| Diagnéstico micolégico

Examen microscépico:

Levaduras identificadas:
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APENDICE 2

CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacion de la M.Sc. Evis Parra, profesora de la Universidad de Oriente,
Nucleo de Sucre, se esta realizando el proyecto de investigacion intitulado
“SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA EN Candida spp. AISLADAS DE MUCOSA
ORAL DE PACIENTES INFECTADOS CON EL VIRUS DE
INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH) EN CUMANA, ESTADO SUCRE”.

Yo:
C.I:

Nacionalidad:

Estado Civil:

Domiciliado en:

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades y sin que medie coaccion ni
violencia alguna en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion, proposito,
inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio médico declaro mediante la

presente:

1.- Haber sido informado (a) de manera clara y sencilla por parte del investigador de
este proyecto de todos los aspectos relacionados con el proyecto de investigacion
intitulado: “SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA EN Candida spp. AISLADAS DE
MUCOSA ORAL DE PACIENTES INFECTADOS CON EL VIRUS DE
INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH) EN CUMANA, ESTADO SUCRE”.

2.- Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefialado es: Identificar

especies de Candida fenotipicamente, en aislados de mucosa oral de pacientes con VIH,
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ambulatorios, del HOSPITAL “ANTONIO PATRICIO DE ALCALA” en la ciudac ue
Cumana, estado Sucre.

3.- Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador en el cual se
establece que mi participacion en el trabajo consiste en: donar de manera voluntaria la
muestra, la cual serd obtenida por el personal especializado y autorizado.

4.- Que la muestra que acepto donar sera utilizada tnica y exclusivamente para estudio
micoldgico.

5.- Que la persona que realiza esta investigacion coordinada por la profesora Evis Parra
me ha garantizado confidencialidad relacionada tanto a mi identidad como a cualquier
otra informacidn relativa a mi persona a la que tenga acceso por concepto de mi
participacion en el proyecto antes mencionado.

6.- Que bajo ningun concepto podré restringir el uso para fines académicos de los
resultados obtenidos en el presente estudio.

7.- Que mi participacién en dicho estudio no implica riesgos e inconveniente alguno
para mi salud o la de mi representado.

8.- Que cualquier pregunta que tenga en relacion a este estudio me serd respondida
oportunamente por parte del investigador antes mencionado, con quienes me puedo
comunicar por el teléfono: 0412-6953063 con la Br. Andreina Del Valle Marcano
Santos.

9.- Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningin beneficio de
tipo econdmico producto de los hallazgos que pueda producirse en el referido proyecto

de investigacion.
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APENDICE 3
DECLARACION DEL VOLUNTARIO
Luego de haber leido, comprendido y aclarado mis interrogantes con respecto a este
formato de consentimiento y por cuanto a mi participacion es totalmente voluntaria,
acuerdo:
1.- Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al investigador
a realizar el referido estudio en la muestra que acepto donar para los fines indicados

anteriormente.

2.- Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion y donaciéon en cualquier

momento sin que ello me conlleve algun tipo de consecuencia negativa para mi persona.

Firma del voluntario

Nombre y Apellido

Lugar y Fecha

Firma del testigo

Nombre y Apellido
Cl

Lugar y Fecha
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APENDICE 4

DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado al voluntario la naturaleza del protocolo mencionado, certifico
mediante el presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este formulario de
consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y beneficios de la
participacion en este estudio. Ningun problema de indole médico, de idioma o de
instruccion ha impedido al sujeto tener una clara comprension de su compromiso con

este estudio.
Por el Proyecto de “SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA EN Candida spp. AISLADAS

DE MUCOSA ORAL DE PACIENTES INFECTADOS CON EL VIRUS DE
INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH) EN CUMANA, ESTADO SUCRE”.

Nombre:

Lugar y Fecha:
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APENDICE 5

Apéndice 5.1. Examen al Iresco con solucion salina iisiologica estéril (40X): a)
blastoconidias; b) pseudohifas; c) leucocitos.

Apéndice 5.2 Examen al fresco con tinciéon de Gram (100X): a) levaduras tefiidas como
estructuras Gram positivas; b) pseudohifas.
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Apéndice 5.3 Colonias de especies de Candida en agar Sabouraud dextrosa:

albicans; b) C. lusitaniae; c¢) C. dubliniensis.

APENDICE 6

Apéndice 6.1. Técnica de Dalmau en placa con Corn Meal agar.
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Apéndice 6.2. Cultivo de: a) C. albicans; b) C. dubliniensis; ¢) C. lusitaniae; d) C.
krusei; e) C. tropicalis; f) C. parapsilosis en Corn Meal agar por la técnica de Dalmau,

mostrando agrupamientos de blastoconidios dispuestos entre células de pseudohifas
adyacentes (40X).

APENDICE 7
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Apéndice 7.1. Placas con medio Chromatic Candida. Aislamientos de presuntivas: a) C.
dubliniensis; b) C. albicans; c¢) C. krusei; d) C. tropicalis; e) C. parapsilosis.

Apéndice 7.2. Prueba de filamentacion en suero humano a 37°C: tubo germinal de C.
albicans (40X).
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APENDICE 8

Apéndice 8.1. Prueba de fermentacion de azicares (zimograma): a) C. albicans; b) C.
dubliniensis; ¢) C. krusei; d) C. lusitaniae; e) C. tropicalis; f) C. parapsilosis.

P ?
Apéndice 8.2. Suceptibilidad a azoles (fluconazol, voriconazol e itraconazol):
a) C. albicans; b) C. dubliniensis; c¢) C. krusei; d) C. lusitaniae; e¢) C. tropicalis y f) C.
parapsilosi
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Resumen (abstract):

Se evalu6 la prevalencia y susceptibilidad antifungica in vitro de especies de Candida
aisladas de mucosa oral de 86 pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) de ambos sexos, con edades comprendidas entre 19 y 49 afos que
asistieron a la consulta de medicina interna del Hospital Universitario “Antonio Patricio
de Alcald” de Cumana, estado Sucre. Se aislaron 69 levaduras entre los meses enero y
abril 2011. La especie aislada con mayor frecuencia fue C. albicans (69,59%), otras
especies no albicans fueron aisladas en menor porcentaje: C. dubliniensis (8,69%), C.
lusitaniae (7,25%), C. krusei (7,25%), C. tropicalis (5,80%) y C. parapsilosis (1,45%).
Fluconazol, itraconazol y voriconazol fueron los antifungicos ensayados mediante el
método de difusién en agar propuesto por el Comité Internacional de Estandares de
Laboratorio Clinico (CLSI). La mayor resistencia a fluconazol estuvo constituida por
especies no albicans (24,63%), por otro lado la mayor resistencia tanto a itraconazol
(31,88%) como a a voriconazol (52,17%) fueron de cepas identificadas como C.
albicans. El 40,00% de las cepas de C. albicans provenientes de pacientes con
tratamiento antimicotico fueron resistentes al fluconazol (resistencia secundaria). De
acuerdo a estos resultados se puede concluir que fluconazol sigue siendo el antimicotico
mas eficaz contra C. albicans, mientras voriconazol para Candida no albicans.
Igualmente, demuestran la importancia del aislamiento y la identificacion de las especies
de Candida, asi como las pruebas de susceptibilidad in vitro para implementar un
tratamiento adecuado en este grupo de pacientes.
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