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RESUMEN

Candida albicans es la levadura mas aislada de la cavidad oral de personas con VIH.
Sin embargo, el uso de antifingicos ha incrementado el aislamiento de especies no C.
albicans resistentes o con sensibilidad reducida. El objetivo del estudio fue determinar
las especies de Candida y la sensibilidad a los antifungicos de aislamientos de la
cavidad bucal de pacientes con VIH, que acudieron al Instituto de Medicina Tropical
entre julio a diciembre de 2019. Las levaduras se sembraron en Agar Cromogénico
Candida (CONDA®, Espana) para la identificacion presuntiva. Las colonias verdes se
identificaron por PCR duplex y las de coloracién distinta o PCR negativa mediante el
sistema comercial VITEK®2. La susceptibilidad antifingica de C. albicans se determind
por VITEK®?2, y las no albicans por el método de difusion de discos. De 278 levaduras,
C. albicans se aislé en 70,9 %, seguido de C. tropicalis (8,3 %) y C. krusei (5 %). C.
albicans presentd 93 % de sensibilidad y 2 % de sensibilidad dosis dependiente al
fluconazol; 87 % sensibles y 3 % con sensibilidad intermedia frente a voriconazol; 97,
98 y 100 % sensibilidad a flucitosina, anfotericina B vy equinocandinas,
respectivamente. C. parapsilosis y C. tropicalis no registraron resistencias a fluconazol
y voriconazol. Todos los aislamientos de C. glabrata fueron sensibles dosis
dependientes a fluconazol y todos los aislamientos de C. krusei resultaron sensibles a
voriconazol. La portacion oral de Candida spp. resistentes a azoles podria llevar a
fracasos terapéuticos en pacientes con VIH que desarrollen candidiasis orofaringea.
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Species and sensitivity to antifungals of Candida spp.
strains isolated from the oral cavity of patients with
HIV from Paraguay

ABSTRACT

Candida albicans is the most isolated yeast from the oral cavity of people with HIV.
However, the use of antifungals has increased the isolation of non-C. albicans
resistant species or those with reduced sensitivity. The objective of the study was to
determine the Candida species and the sensitivity to antifungals of isolates from the
oral cavity of patients with HIV who attended the Institute of Tropical Medicine
between July and December 2019. The yeasts were plated in Candida Chromogenic
Agar (CONDA®, Spain) for presumptive identification. Green colonies were identified
by duplex PCR and those with different staining or negative PCR using the commercial
VITEK®2 system. The antifungal susceptibility of C. albicans was determined by
VITEK®2, and non albicans by the disk diffusion method. Of 278 yeasts, C. albicans
was isolated in 70.9 %, followed by C. tropicalis (8.3 %) and C. krusei (5 %). C.
albicans presented 93 % sensitivity and 2 % dose-dependent sensitivity to
fluconazole; 87 % sensitive and 3 % intermediate sensitivity to voriconazole; 97, 98,
and 100 % sensitive to flucytosine, amphotericin B, and echinocandins, respectively.
C. parapsilosis and C. tropicalis did not register resistance to fluconazole and
voriconazole. All C. glabrata isolates were dose-dependently sensitive to fluconazole
and all C. krusei isolates were sensitive to voriconazole. The oral carriage of Candida
spp. resistant to azoles may lead to therapeutic failures in HIV patients who develop
oropharyngeal candidiasis.

Key words: Candida, oral cavity, HIV, antifungal.

INTRODUCCION

La candidiasis orofaringea es una de las infecciones oportunistas mas frecuentes en
los pacientes VIH positivos, con episodios recurrentes en aquellos con recuento de
linfocitos T CD4* inferior a 200 cel/mL, por lo que es considerada un marcador
pronostico y diagndstico del SIDA. Mas del 95 % de estos pacientes desarrollan al
menos un episodio de candidiasis oral en la evolucién de su enfermedad de base!V,

Candida es una levadura que forma parte de la microbiota oral normal. Sin
embargo, su portacidn, constituye un factor de riesgo para el desarrollo de candidiasis
orofaringea, sobre todo en los pacientes infectados por el VIH. C. albicans es el
principal agente aislado, aunque en las Ultimas décadas ha disminuido su incidencia,
siendo desplazado por especies diferentes como C. glabrata, C. krusei (actualmente
denominada Pichia kudriavzevii), C. tropicalis, C. parapsilosis y C. dubliniensis®™®.

C. dubliniensis es una especie descrita por Sullivan et al. en 1995®). Su presencia
es rara en la microbiota bucal normal, pero es detectado con frecuencia en la cavidad
oral de pacientes con VIH. Presenta caracteristicas fenotipicas y genotipicas similares
a C. albicans con la que es confundida cuando se identifica mediante pruebas
minimas, ya que ambas tienen la capacidad de formar clamidosporas, tubos
germinativos y cuando se utiliza el medio CHROMagar Candida las colonias que
presentan son de color verde. Esto ha llevado a identificar incorrectamente la mayoria
de los aislamientos, dificultando su analisis exhaustivo, por lo que para la
identificaciéon confirmatoria se recomienda utilizar técnicas moleculares(®.

Las diversas especies de Candida varian en la susceptibilidad a los agentes
antifungicos. El fluconazol es uno de los mas utilizados para la prevencion y el
tratamiento de la candidiasis oral, y se encuentra asociado a la aparicion de cepas
resistentes, como C. krusei, con resistencia intrinseca a los azoles o C. glabrata y C.
dubliniensis, que desarrollan resistencia luego de la exposicién, favoreciendo Ia
prevalencia de los mismos en ciertas condiciones, representando una amenaza para la
salud de los pacientes!”,
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En Paraguay se ha publicado un articulo relacionado, en donde se identificaron
especies de Candida de la cavidad oral de pacientes con HIV, mediante caracteristicas
bioquimicas y micromorfélogicas®. Auln no se han realizado estudios de portacién en
el pais utilizando métodos moleculares que permitan diferenciar C. albicans de C.
dubliniensis. Por lo que la finalidad del estudio fue determinar la prevalencia de las
diversas especies de Candida que colonizan la cavidad oral de pacientes infectados por
VIH, utilizando un método molecular y un método comercial. Ademas, determinar el
patréon de susceptibilidad in vitro a los diferentes antifingicos utilizados en el
tratamiento y profilaxis de la candidiasis oral, para mejorar el manejo clinico y
terapéutico de los mismos.

MATERIALES Y METODOS
Aislamientos

Los aislamientos de Candida spp, eran provenientes de la cavidad bucal de
pacientes con VIH/SIDA de diferentes edades y ambos sexos, hospitalizados y
ambulatorios, con y sin lesidon oral, con y sin tratamiento con antifingicos, que
acudieron al Instituto de Medicina Tropical, entre julio a diciembre de 2019. Fueron
excluidos aislamientos no viables y/o aquellos con identificacién incompleta.
Procedimiento de trabajo
Se analizaron 278 aislamientos de Candida spp, conservados en medio BHI (por sus
siglas en inglés, Brain Heart Infusion), los cuales fueron sub cultivados para
identificacion presuntiva en Agar Cromogénico Candida (CONDA®, Espafia), a 35 °C
por 48 horas, en condiciones aerdbicas. Las colonias verdes fueron identificadas por el
método molecular PCR duplex, y las colonias con una coloracion distinta a verde o PCR
negativa, por el método comercial VITEK®2. Se realizd la determinaciéon de la
susceptibilidad antifingica a 155 aislamientos.
Identificacion molecular por PCR daplex
Las levaduras de coloracion verde en el medio cromogénico fueron sub cultivadas en
medio Sabouraud glucosado sin antibiéticos e incubadas por 24 horas a 35 °C, y luego
sometidas a una PCR duplex estandarizada en el departamento de Microbiologia del
IICS/UNA, para diferenciar las especies de C. albicans y C. dubliniensis, mediante la
amplificacion del ADN ribosémico de la region espaciadora transcrita interna 1 y 2
(ITS-1 e ITS-2) (6).
Extraccion del ADN: La extraccién de ADN fue realizada utilizando el kit comercial
Wizard® Genomic DNA (Promega, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante,
con algunas modificaciones. En viales de 1,5 mL se dispensaron 300 uL del buffer de
lisis (Nuclei Lysis Solution), en los que se suspendieron una cantidad suficiente de
colonias, luego se agregd una cucharadita de perlitas de vidrio de 0,5 mm y se
sellaron con parafilm. Se agitaron los tubos a maxima velocidad por 1 minuto y se
colocaron en bafio de hielo 1 minuto (repitiendo estos dos pasos una vez mas). Luego
se centrifugaron a 13.000 rpm durante 2 minutos, y los sobrenadantes transferidos a
tubos nuevos de 1,5 mL. Se incubaron los tubos a 80 °C por 5 minutos, y luego se
procedié a enfriar a temperatura ambiente. Se agregd 1,5 yL de RNAsa (RNase A
Solution) a cada tubo, y se mezclé invirtiendo 2 a 5 veces cada uno. Se incubaron a
37 ° C durante 30 minutos y luego se enfriaron a temperatura ambiente. Se agregd
100 pL de solucion de precipitacion de proteinas (Protein Precipitation Solution) a cada
tubo y se continud siguiendo las instrucciones del fabricante. Por ultimo, el ADN
extraido se conservé a -20 °C hasta su uso.
Amplificacion del ADN extraido: La amplificacion especifica de un fragmento génico
de los aislamientos para la identificacidon de especie de C. albicans y C. dubliniensis se
realiz6 empleando los cebadores “CALF-CALR” y “CDUF-CDUR”, respectivamente
(Tabla 1).
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Tabla 1: Secuencias de cebadores y tamafio de amplicones especificos utilizados para
la amplificacién de C. albicans y C. dubliniensis‘®.

Gen Nombre de Secuencia (5 3°) Tama_ﬁ9 del
blanco Cebador amplicon (pb)
ITS 2 CALF TGG TAA GGC GGG ATCGCT T 100

CALR GGT CAA AGT TTG AAG ATA TAC
ITS 1 CDUF AAA CTT GTC ACG AGATTATITTT 325
ITS 2 CDUR AAA GTT TGA AGA ATA AAATGG C

Las condiciones de reaccion utilizadas fueron las establecidas por Ahmad et al.
(2012) (7), con algunas modificaciones. La amplificacion se llevd a cabo con un
volumen final de 15 PL que contenia una mezcla con concentraciones finales de 1x de
buffer, 1,5 mM de MgCl2, 0,1 mM de dNTPs, 0,5 U/tubo de Taq polimerasa, 0,2 uM de
cada uno de los cebadores: CALF, CALR, CDUF y CDUR, 2 pL de ADN y agua
estéril. Para la amplificacién se utilizd el termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific, USA), en donde las condiciones del ciclo incluyeron una
desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos a 95 °C
durante 1 minuto, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto y una
extension final a 72 °C durante 10 minutos. En cada tanda de amplificacion se
incluyeron ADN de C. albicans ATCC 90028 y una cepa conocida de C. dubliniensis
como controles positivos. Como control negativo se utilizé la mezcla de reaccion sin el
agregado de ADN.

Deteccion del producto de amplificacién: Los productos amplificados fueron
detectados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % (100V, 30 min),
utilizando SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA) para la visualizacién del ADN,
donde los tamafios de los fragmentos para C. albicans y C. dubliniensis fueron de 100
y 325 pb respectivamente, visualizados con el transiluminador de rayos UV Digimage
System GDS-01 (mrc, Israel).

Identificacion fenotipica por VITEK®2 (BioMérieux)

Los aislamientos que presentaron colonias verdes en medio cromogénico no
identificados por la PCR duplex, como también aquellos aislamientos que presentaron
otros colores fueron identificados mediante el sistema automatizado VITEK®2
(BioMérieux, Francia). Cada aislado fue sub-cultivado en agar Sabouraud glucosado e
incubado 24 horas a 35 °C. El indculo fue preparado a partir de la suspension de
levaduras en 3 mL de solucidn fisiolégica - agua destilada (1:1), hasta una turbidez
equivalente a 1,8-2,2 de McFarland. El inéculo final se dispensé en la tarjeta YST ID a
través de un tubo de poliestireno estéril, y se incubd en el equipo VITEK® 2. Para la
identificacion de especies el sistema utiliza el perfil de asimilacién de carbohidratos y
acidos organicos y la interpretacidn es realizada segun la base de datos del equipo.
Perfil de susceptibilidad antifingica

Se realizd el perfil de susceptibilidad antifungica a los primeros 100 aislamientos de C.
albicans por el sistema comercial VITEK®2, y a 55 aislamientos de C. no albicans por
el método de difusion en agar, utilizando los puntos de corte propuestos por el Comité
Internacional de Estandares de Laboratorio Clinico (CLSI) (9,10). Como control se
utilizaron cepas de referencia C. parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258.
Método de difusion en agar con discos de antifiingicos: Se realizé el
antifungigrama por este método a 23 cepas de C. tropicalis, 11 de C. parapsilosis, 14
de C. krusei, y 7 de C. glabrata. Fueron utilizados discos de fluconazol de 25 pg vy
voriconazol de 1 pg. Los didametros de inhibicion fueron interpretados como sensible,
intermedio, sensible dosis-dependiente o resistente, empleando los puntos de corte
recomendados por el CLSI para Candida spp (9,10).

Método automatizado - VITEK® 2: Se ensayaron por este método 100 levaduras de
C. albicans, que fueron reaisladas del medio cromogénico en agar Sabouraud
glucosado e incubadas 24 horas a 35 °C. Fueron utilizadas tarjetas del sistema
VITEK®2 AST-YSO7, que contienen diluciones seriadas de los siguientes antiflingicos:
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anfotericina B (0,25 a 16 upg/mL), caspofungina (1 a 8 pg/mL), fluconazol (1 a 64
pg/mL), flucitosina (4 a 64 pg/mL), micafungina (0,06 a 4 pg/mL) y voriconazol (0,12
a 8 yg/mL). Se procedidé siguiendo estrictamente las instrucciones establecidas por el
fabricante.

Se asignd una interpretacién de categoria sensible, intermedio, dosis-dependiente o
resistente de acuerdo a la concentracién inhibitoria minima (CIM), segun los puntos de
corte definidos en el documento del CLSI (9). El CLSI no ha establecido puntos de
corte para anfotericina B, ni para flucitosina. Por lo tanto, anfotericina B fue
considerada como sensible a una CIM < 1 ug/mL vy flucitosina a una CIM < 4 pg/mL,
de acuerdo a la interpretacién emitida por el sistema VITEK®2 (Basados en criterios
cinéticos y poblacionales).

Gestion y analisis de los datos

Los datos fueron consignados en una hoja de calculo de Microsoft Excel, y los
resultados fueron expresados en forma de distribucion de frecuencias.
Consideraciones éticas )

El proyecto cuenta con la aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
Quimicas - UNA, segun el codigo CEI 568/19. El presente trabajo, se ajustd a los
principios éticos de la investigacion clinica: Respeto, Beneficencia y Justicia. Los datos
clinicos, demograficos y los resultados de los pacientes, fueron mantenidos en forma
confidencial utilizando cdédigos de identificacion garantizando la privacidad de los
mismos.

RESULTADOS
Muestra

Se estudiaron 278 aislamientos de Candida provenientes de la cavidad oral de 242
pacientes con VIH, de los cuales, 209 presentaron aislamientos Unicos y 33 mixtos; de
estos Ultimos se obtuvieron 69 aislamientos.

Caracteristicas socio-demograficas y clinicas de los pacientes con VIH/SIDA

El 62 % de los 242 pacientes eran hombres, el resto mujeres; el rango de edad fue
de 1 a 75 afios con una media de 39 (+ 11) afios. De 232 pacientes, el rango de edad
con mayor cantidad de aislamientos fue de 31 a 40 afios (34,5 %). De 216 pacientes,
77,1 % provenian del Departamento Central y Asuncidn, el resto del interior del pais.
El 71 % de los pacientes eran ambulatorios y el 29 % se encontraban hospitalizados.
Las especies mas aisladas en ambos grupos fueron C. albicans, C. tropicalis y C.
krusei (datos no mostrados).

De 202 pacientes con aislamientos, el 43,6 % presentaba un recuento de linfocitos
TCD4+ inferior a 200 cel/mL y 35,1 % de 200 - 500 cel/mL TCD4+. De 232
pacientes, el 19 % presentd candidiasis pseudomembranosa y el 5,6 % candidiasis
eritematosa. De 221 pacientes, 11,3 % recibieron alguna vez tratamiento profilactico
con fluconazol.

Considerando solo los pacientes con aislamientos Unicos, no hubo relacion
estadisticamente significativa entre los aislamientos de C. albicans y C. no albicans
con respecto al sexo, la edad, el recuento de linfocitos T CD4+, presencia de lesidn,
tratamiento previo, tratamiento instaurado y el tipo de paciente (p>0,05) (datos no
mostrados).

Identificacion de las cepas de Candida spp.

De los 278 aislamientos de Candida estudiados, 225 desarrollaron variadas
tonalidades de color verde, y los 53 restantes presentaron otras coloraciones (rosa
claro, rosa obscuro, blanco, purpura). Los 225 aislamientos de color verde se
sometieron a una PCR duplex (previamente estandarizada para la identificacion de C
albicans-C dubliniensis), de los cuales 197 resultaron positivos para C. albicans, 1
positivo para C. dubliniensis y los 27 restantes dieron negativos tanto para C albicans
y C dubliniensis. Estos aislamientos negativos por el método molecular mas las 53 que
habian desarrollado una coloracién distinta a verde se identificaron por el sistema
comercial VITEK®2, analizdndose en total 80 cepas por este método.
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Frecuencia de cepas de Candida spp. aisladas de la cavidad oral de pacientes

con VIH

La especie mas frecuente en la cavidad oral de pacientes con VIH fue C. albicans
(70,9 %), seguida de C. tropicalis (8,3 %) y C. krusei (5 %). En menor proporcién
fueron identificadas C. parapsilosis, C. lusitaniae, C. glabrata, C. famata, C. kefyr, C.
zeylanoides, C. dubliniensis, C. colliculosa, C. intermedia, C. lipolytica, C. pelliculosa y
C. spherica. En total 29,1 % (n=81) correspondid a especies de C. no albicans. (Tabla

2).

Tabla 2: Frecuencia de especies de Candida spp. identificadas por PCR duplex vy
VITEK®2, aisladas de la cavidad oral de pacientes con VIH (n=278).

Especies de Candida n

%

C. albicans 197
. tropicalis 23
krusei 14
. parapsilosis
. lusitaniae
glabrata
famata
kefyr

. zeylanoides
. dubliniensis
. colliculosa

. intermedia
. lipolytica

. pelliculosa

. Spherica
Total 278

=

D000 0000N0O0O0O0D0D
e e =l = S B R SN N Ve T =

70,9
8,3
5

4
3,2
2,5
1,4
1,4
1,1
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
100

De los 278 aislamientos, 69 (24,8 %) provenian de 33 aislamientos mixtos de
Candida spp. (Tabla 3). Las asociaciones mas comunes fueron C. albicans con C.
tropicalis (n = 7), seguida de C. albicans + C. krusei (n= 4). Las especies no albicans
también mostraron asociacién entre ellas, pero en menor cantidad.

Tabla 3: Numero de aislamientos mixtos de Candida spp. en la cavidad oral de

pacientes con VIH (n=33).

Especies de Candida
combinadas

Aislamientos mixtos (n)

C. albicans + C. tropicalis
C. albicans + C. krusei
C. albicans + C. lusitaniae
C. albicans + C. famata
C. albicans + C. kefyr

C. albicans + C. glabrata
C. albicans + C. parapsilosis

C. albicans + C. pelliculosa

C. albicans + C. lipolytica

C. albicans + C. tropicalis + C.
glabrata

C. albicans + C. krusei + C.

H B R ENNNWWRAN
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parapsilosis

C. albicans + C. krusei + C.
glabrata

C. tropicalis + C. krusei

C. tropicalis + C. lusitaniae

C. tropicalis + C. parapsilosis

C. glabrata + C. intermedia

Total

WHEHRN =

Perfil de sensibilidad antifiingica

De los 100 aislamientos de C. albicans analizados, el 93 % fue sensible a fluconazol
y el 2 % sensible dosis dependiente, 87 % sensible a voriconazol y 3 % con
sensibilidad intermedia. A caspofungina y micafungina resultaron sensibles el 100 %,
a anfotericina B 98 % vy a flucitosina 97 % de los aislamientos (Tabla 4).

Tabla 4: Susceptibilidad antifingica de C. albicans (n=100).

FLU* VRC* CAS* MCF* AB** FCT**

S SDD R S I R S S S R S R

93 2 5 87 3 10 100 100 98 2 97 3

C. tropicalis y C parapsilosis mostraron 100% de sensibilidad frente a fluconazol y a
voriconazol. Los 7 aislamientos de C. glabrata fueron sensibles dosis dependiente
frente a fluconazol; esta especie no posee categoria sensible frente a fluconazol y
tampoco posee puntos de corte clinico frente a voriconazol. C. krusei es considerado
intrinsecamente resistente a fluconazol. (Tabla 5).

Tabla 5: Susceptibilidad antifungica de cepas de C. no albicans.

Susceptibilidad antifingica - n (%)

Especies de VRC

Candida FLU (n=55) (n=48)
n (%) S SDD R S

C. tropicalis 23 (41,8) 23 (100) 0 (0) 0 (0) 23 (100)

C. parapsilosis 11 (20) 11 (100) 0 (0) 0 (0) 11 (100)

C. glabrata 7 (12,7) - 7 (100) 0 (0) -

C. krusei* 14 (25,5) - - 14 (100) 14 (100)

Total 55 (100) 34 (62) 7 (13) 14 (25) 48 (100)

(-) Puntos de corte no proporcionados por el CLSI M60.
*C. krusei es considerado intrinsecamente resistente al fluconazol.
FLU= Fluconazol. VRC= Voriconazol. S= Sensible. SDD= Sensible dosis-dependiente.

DISCUSION

La especie de Candida aislada con mas frecuencia de la cavidad oral de pacientes
con VIH en este estudio fue C. albicans, que en el medio cromogénico de cribado
desarrollé una coloracidn verde, esta interpretacion es subjetiva y teniendo en cuenta
que, se puede obtener varias tonalidades de este color en este medio y que no
discriminan complejo de especies, es necesario un método mas especifico para la
confirmacion de especie, como fue el uso de la PCR duplex que ademas de ser
sensible y especifico, posee la ventaja de diferenciar en una sola reaccién dos
especies, C. dubliniensis y C. albicans, que comparten caracteristicas fenotipicas y
pertenecen al mismo complejo de especies.
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La colonizacion oral por especies de Candida es un evento frecuente en pacientes
VIH positivos. Esto aumenta el riesgo de desarrollar candidiasis orofaringea en los
mismos!Y), Varios estudios han mostrado que C. albicans es la especie aislada con
mayor frecuencia en estos pacientes!?'%, En este estudio se obtuvo similar frecuencia
a lo reportado por Clark et al., con 71,8 %(®). Otros autores mencionan prevalencias
entre el 45 % y 80 % *1*15 Sy presencia como colonizador y patédgeno oportunista
se debe probablemente a la capacidad que tiene C. albicans para adherirse a las
células del epitelio bucal”,

La mayoria de los aislamientos C. dubliniensis no se han identificado correctamente
por métodos convencionales, debido la estrecha relacion fenotipica y genotipica con C.
albicans*®, La presencia de esta especie no era conocida en el pais, ya que la misma
pasaba inadvertida, probablemente por falta de una correcta identificacion. La PCR
duplex aplicada en este estudio ha permitido diferenciar por primera vez una cepa de
C. dubliniensis de 197 cepas de C. albicans en Paraguay, con una frecuencia de 0,4 %,
muy por debajo de los otros estudios como los realizados por Castro et al. en
Colombia, y Luque et al. en Argentina, que muestran una frecuencia elevada de C.
dubliniensis de 8,9 % y 20,2 %, respectivamente!’>!®, Esta especie posee
prevalencias variables segln la regién geografica, reportandose 4,6 % en Turquia®®,
7,5 % en Nigeria®, 5,4 % en Brasil®®® y 6 % en México®?,

Este hallazgo coincide con todos los estudios epidemioldgicos que han demostrado
la asociacion de esta especie con la portacion oral en pacientes con VIH/SIDA. Sin
embargo, también se han indicado aislamientos en individuos con otras patologias
como la diabetes, y ha estado ausente o presente en niveles muy bajos en individuos
sanos hasta la fecha(®*®?*. Los métodos moleculares son generalmente mas rapidos,
sensibles, especificos y confiables comparados a los métodos fenotipicos®. Debido a
exigencias de costo, infraestructura y experiencia técnica requerida, no son factibles
en el laboratorio como método de rutina. Ademas, la diferenciacion entre C. albicans,
la especie mas virulenta, del sustituto menos virulento, C. dubliniensis es clinicamente
ventajoso‘??,

Aunque C. albicans continla siendo la especie dominante en la cavidad oral de
pacientes infectados por VIH, las especies de C. no albicans estan aumentando(*2>,
En este estudio se obtuvo un porcentaje del 29,1 % para estas especies, semejante a
lo publicado por Clark et al. en México*®. Otros autores han encontrado prevalencias
entre 20 % y 55 %**15 E| sistema automatizado VITEK®2 es un método confiable,
simple y efectivo para la identificacion de las especies del género Candida clinicamente
relevantes, que permitié la identificacion de levaduras no C. albicans, no C.
dubliniensis. La desventaja es su costo elevado, ademas que con cierta frecuencia se
requieren de pruebas adicionales para la identificacion de especies con perfiles
bioquimicos similares(?627,

Entre las especies de C. no albicans se identificaron C. tropicalis y C. krusei, en
mayor proporcion (8,3 % y 5 %, respectivamente), coincidiendo en las especies
predominantes con Garzén et al., quienes obtuvieron 18,8 % de C. tropicalisy 12,5 %
de C. krusei®®. La identificaciéon de Candida a nivel de especie es importante ya que
algunas cepas poseen resistencia intrinseca a los agentes antifingicos empleados
habitualmente®®, Nweze et al. en Nigeria, encontraron una prevalencia elevada de
C. tropicalis con 18,3 % y C. parapsilosis con 15 %, Los estudios realizados por
Castro et al., y Luque et al., muestran una frecuencia elevada de C. glabrata de 7,9 %
y 5,6 %, respectivamente(*>19,

En el estudio realizado por Sanabria et al. (2006) en Paraguay, se obtuvo una
frecuencia predominante de C. albicans (58 %), seguido de C. tropicalis (23 %) y C.
krusei (16 %)®, demostrando que se mantiene la poblacién de especies prevalentes
en el pais. Sin embargo, en dicho estudio la frecuencia de especies no albicans fue
superior debido probablemente a que todos los pacientes con VIH presentaban
candidiasis orofaringea. En cambio, en este estudio, mas del 70 % de los pacientes no
presentaban lesion oral.

La asociacion de especies mas frecuente en este estudio fueron C. albicans con C.
tropicalis seguido de C. albicans con C. krusei. Luque et al. y Clark et al., indican una
combinacién prevalente de C. albicans con C. glabrata*®'®), mientras que Gutiérrez et
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al., informan C. albicans con C. krusei®®. La coexistencia de varias especies de
Candida en la cavidad oral ha sido sefialado por varios investigadores(12,16,19). Esto
aumenta el riesgo de desarrollar candidiasis orofaringea en individuos con VIH, sobre
todo si la colonizacién es por levaduras con resistencia al fluconazol como C.
krusei y C. glabrata®®Y.

En este estudio, la sensibilidad se determind por dos metodologias diferentes (por
Vitek®2 y por difusién con discos), debido factores econdmicos y a la escasa
disponibilidad de las tarjetas se realizd la sensibilidad de los aislamientos de C.
albicans por Vitek®2 y de las otras especies de Candida que presentan puntos de corte
en el manual del CLSI por difusion con discos.

Con relacion a la sensibilidad a los azoles, C. albicans presentd buena sensibilidad
al fluconazol, mayor al 90 %. Resultados muy variables se han reportado en diversos
estudios realizados en poblaciones similares. Tercas et al. encontraron 100 % de
sensibilidad al fluconazol®®, Brito et al. reportaron 67 % de sensibilidad y 33 % de
sensibilidad dosis dependiente (SDD), si bien en un pequeno nimero de aislamientos
(32); Khedri et al. hallaron mayor resistencia, 57,4 % de aislamientos sensibles, 13 %
sensibles dosis dependientes y 29,6 % resistentes®?,

Se encontré similar sensibilidad de C albicans frente a voriconazol a lo reportado
por Khedri et al. que informaron 83,3 % de aislamientos sensibles de C. albicans, 7,4
% SDD vy 9,3 % resistentes, en candidiasis orofaringea. Otros autores hallaron 100 %
de sensibilidad de C. albicans frente a voriconazol*®?%33)  Con relacién al trabajo
publicado recientemente en nuestro pais, por Aguilar et al. en aislamientos
provenientes de hemocultivos, la resistencia al voriconazol que encontramos es
elevada®®. Probablemente la mayor resistencia es debida a la utilizacién frecuente de
azoles en la poblacidon estudiada, tanto para profilaxis como para el tratamiento.
Ademas, se debe considerar que la sensibilidad no fue realizada por el método de
referencia, si bien se ha reportado buena correlacién con la metodologia utilizada®®,
Cabe resaltar que el origen de los aislamientos no es el mismo. Esto constituye una
alarma, pues la portacion de estas levaduras mas resistentes en la cavidad bucal de
estos pacientes es un factor de riesgo para desarrollar candidiasis invasivas de dificil
manejo terapéutico.

La resistencia intrinseca de algunas especies de Candida especialmente a los
azoles, junto con el desarrollo de resistencia debido a la profilaxis, ha obstaculizado el
manejo de la candidiasis oral. Las pruebas de susceptibilidad antifiungica permiten una
seleccion precisa del tratamiento y proporcionan contribuciones significativas para la
comprension de la epidemiologia de la resistencia fungica local y global®®,

Al evaluar la frecuencia de sensibilidad de todas las C. no albicans frente al
fluconazol, obtuvimos casi igual resultado que Tergcas et al. que informaron una
sensibilidad del 60 % para las cepas de C. no albicans®®®. Y un 13 % de aislamientos
con SDD, estos ultimos correspondieron a C. glabrata. La baja sensibilidad de las C.
no albicans al fluconazol en nuestro estudio fueron debidos a los aislamientos de C.
krusei y C. glabrata, coincidente con el trabajo mencionado. C. glabrata se caracteriza
por desarrollar resistencia al fluconazol, actualmente no cuenta con categoria sensible
en la interpretacion del CLSI y todos los aislamientos con CIM < 32ug/ml son
considerados sensible dosis dependiente, por lo que se debe tener en cuenta que la
terapia con este azol podria ser efectiva siempre que se utilicen altas dosis. Ademas,
C. krusei es intrinsecamente resistente al fluconazol. Esto dificulta la seleccién de una
terapia empirica durante el desarrollo de la candidiasis en los pacientes VIH positivos.

El voriconazol es generalmente activo frente a cepas resistentes al fluconazol como
C. glabrata o C. krusei, aunque presenta frente a estas CIM mayores que para otras
especies de Candida®®®. En este estudio los aislamientos de C. tropicalis, C.
parapsilosis y C. krusei presentaron una sensibilidad del 100 %. Tercas et al.,
informaron una sensibilidad del 75 % frente a C. no albicans, sin embargo, esto fue
debido a cepas resistentes de C. glabrata'®®. La sensibilidad de C. glabrata frente al
voriconazol no fue determinada debido a que no posee puntos de corte establecidos
por el CLSI actualmente. La resistencia a los azoles puede ser inducida por bombas de
eflujo codificadas por los genes MDR o CDR, por adquisicién de mutaciones puntuales
en el gen FRG11, que codifica para la enzima blanco de estos farmacos, o por la
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sustitucion del ergosterol por otros esteroles en la membrana citoplasmatica®®”). En el

estudio de las C. no albicans solo se ensayaron dos antifungicos, fluconazol y
voriconazol.

Todas las cepas de C. albicans fueron sensibles frente a las equinocandinas,
coincidiendo con lo informado por Pfaller et al.®®. Estos antifiingicos presentan poco
potencial de resistencia. La caspofungina ha demostrado ser eficaz en el tratamiento
de la candidiasis orofaringea y esofagica, en pacientes infectados por VIH, aunque se
recomienda que se utilice solo en aquellos que presentan resistencia al fluconazol. La
micafungina ha demostrado ser mas eficaz que el fluconazol en la prevencion de la
candidiasis en pacientes inmunodeprimidos®?.

En este estudio se obtuvo una gran sensibilidad de cepas de C. albicans frente a
anfotericina B (98 %), similar a lo reportado por Grazziotin et al. y Nwezee et al. con
100 % de sensibilidad (4,41). Aunque el CLSI no ha establecido los puntos de corte
interpretativos para la anfotericina B!?, algunos investigadores han determinado que
un valor £ 1 yg/mL corresponderia a un aislado sensible a la anfotericina B, y un valor
superior seria resistente (39). Este antifingico presenta un amplio espectro de acciodn,
aunque se ha observado resistencia clinica y/o CIM elevadas, en algunas cepas como
C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. lipolytica o C. tropicalis*®.

El 97 % de las cepas de C. albicans fueron sensibles a flucitosina. Solo el 3 %
mostré resistencia, coincidiendo con Blignaut et al. con 2,3 % de resistencia*?.
Existen algunas cepas de Candida spp. que muestran resistencia primaria a la
flucitosina, y cuando se utiliza en monoterapia, genera resistencia secundaria con
facilidad®?,

Los resultados de esta investigacion demuestran que los pacientes con VIH/SIDA
son portadores de una amplia variedad de especies del género Candida,
representando un factor de riesgo para el desarrollo de candidiasis orofaringea en los
mismos. La portacion oral por cepas resistentes a los agentes antifUngicos mas
utilizados, especialmente a los azoles, podria representar un grave problema
terapéutico en los individuos con VIH. Esto resalta la importancia de la identificacidon
precisa y correcta de las especies de Candida, asi como la necesidad de pruebas de
susceptibilidad antifingica previas a la implementacién del tratamiento o profilaxis de
la candidiasis oral en pacientes con VIH/SIDA.
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