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RESUMEN

Introduccion: el género Candida puede encontrarse colonizando el cuerpo
humano, pero también puede provocar infecciones de caracter oportunista. La
diabetes es considerada comunmente un factor de riesgo para la infecciones
candiddsicas, dadas sus caracteristicas asociadas a inmunosupresion,
hiperglucemia, problemas de microvascularizacion, entre otros. Usualmente, para
que se inicie un proceso infeccioso, es necesaria la colonizacion; por tanto, es
importante conocer su frecuencia de portacion en grupos con factores de riesgo
asociados.

Objetivo: determinar los porcentajes de colonizacién por Candida spp. en la
cavidad oral y la zona interdigital del pie en pacientes diabéticos y no diabéticos.
Métodos: el estudio, de caracter descriptivo, se realizé en un grupo de 85
pacientes del norte de Colombia: 46 diabéticos y 39 no diabéticos. La identificacion
de los aislamientos se realizé por pruebas fenotipicas, que incluyeron CHROMagar,
microscopia, prueba de tubo germinal, prueba de clamidosporas y zimograma.
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Resultados: en los pacientes diabéticos se encontré una frecuencia de colonizacion
por Candida spp. en la cavidad oral de 23,9 %, y en el pie, de 56,52 %; mientras
que, para los sujetos no diabéticos, la frecuencia de colonizacion en la cavidad oral
fue del 33,3 % y en el pie del 43,58 %. Adicionalmente, en el grupo de diabéticos
se encontrd que la frecuencia de colonizacion por la especie Candida albicans en la
cavidad oral fue de 45,5 %, mientras que en el pie fue del 11,5 %.

Conclusiones: los resultados obtenidos sugieren que las condiciones locales del
ambiente de donde se aisla Candida spp. pueden influir en los niveles de portacion
y la variedad de especies, lo que podria ser mas determinante que la condicion de
base.

Palabras clave: Candida; diabetes; microbiota.

ABSTRACT

Introduction: Candida genus may colonize the human body but also may cause
opportunistic infections. Diabetes is frequently considered a risk factor for Candida
infections, given its characteristics associated to immunosuppresion,
hyperglycemia, microvascularization problems and others. Generally, colonization is
necessary for the starting of an infectious process; therefore, it is important to
know its frequency of carriage in groups with associated risk factors.

Objective: to determine the percentages of Candida spp. colonization in the oral
cavity and the inter-toe area in diabetic and nondiabetic patients.

Methods: the descriptive study was carried out in a group of 85 patients from the
north of Colombia, that is, 46 diabetics and 39 non diabetics. The isolates were
identified through phenotypical tests including CHROMagar, microscopy, germ tube
test, Chlamydospore test and zymogram.

Results: it was found in diabetic patients that the frequency of colonization by
Candida spp. in the oral cavity was 23.9 % and in the foot was 56.52 % whereas in
non-diabetic patients, the frequency of colonization in the oral cavity was 33.3 %
and in the foot was 43.58 %. Additionally, it was found in the group of diabetic
subjects that the frequency of colonization by Candida albicans was 45.5 % in the
oral cavity whereas that of the foot was 11.5 %o.

Conclusions: the achieved results indicate that the local environmental conditions
where the Candida spp. is isolated may have an impact on the levels of carriage
and the variety of species, which could be more determining than the underlying
condition.

Keywords: Candida; diabetes; microbiota.

INTRODUCCION

El género Candida incluye un grupo de levaduras que hacen parte de la microbiota
normal humana del tracto digestivo, piel y vagina, dentro del cual varias especies
emergen como patégenos oportunistas involucrados en infecciones superficiales y
sistémicas, que comprenden candidiasis orofaringea, ocular, cutanea, genital,
esofagica, gastrointestinal, mucocutanea cronica y diseminada, especialmente en
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pacientes con inmunosupresion asociada a trasplante de 6rganos, quimioterapia,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida o edad avanzada, asi como en pacientes
diabéticos, o que reciben terapia antibiética de amplio espectro.1 Las infecciones
por Candida spp. no solo son prevalentes, sino que también causan una
considerable mortalidad y morbilidad.>® Aproximadamente el 95 % de todas las
infecciones candidésicas son producidas por cuatro especies: C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis.*%12

En general, las infecciones superficiales y sistémicas producidas por Candida spp.
involucran multiples factores de riesgo,'*'> que pueden ser locales o sistémicos,
entre los cuales, la diabetes es uno de los mas frecuentes.'®8 La susceptibilidad a
infecciones es una de las complicaciones que pueden presentarse en los pacientes
diabéticos.°?! Las de tipo infeccioso comprenden infecciones de cabeza y cuello,
tracto respiratorio inferior, vias biliares, urinarias, tejidos blandos, cutaneas y de
membranas mucosas y estructuras 6seas, particularmente del pie.??26 En el
proceso de patogénesis de candidemia en pacientes con diabetes mellitus se
reconocen tres componentes importantes: primero; la colonizaciéon fungica;
segundo, la penetracion o alteraciéon de las barreras anatémicas; y tercero, las
deficiencias en el sistema inmune, que pueden llevar a la diseminaciéon y
proliferacién de Candida spp. en los tejidos profundos y 6rganos.16:27.28

Al ser la colonizacion por Candida spp. uno de los primeros pasos en el proceso de
patogénesis, el objetivo de este estudio fue establecer la frecuencia de colonizacion
y la variacion de especies, en la cavidad oral y la zona interdigital del pie, en
pacientes diabéticos y no diabéticos.

METODOS

El estudio, de caracter descriptivo, se realizé en un grupo de 85 pacientes con
diagnoéstico previo de diabetes y pacientes no diabéticos, durante los meses de
agosto y septiembre de 2013, que hacian parte de un programa de promocién de
salud del municipio de Tarbaco, departamento de Bolivar, norte de Colombia.?%30 A
los participantes se les explicaron debidamente los objetivos y beneficios del
proyecto, y se les solicitdé su consentimiento informado. Los datos personales y
clinicos de todos los participantes se tomaron de las respectivas historias clinicas, o
por pregunta directa, y se consignaron en el cuestionario disefiado para este fin.

De esta manera, la hemoglobina glicosilada (HbAlc) se utiliz6 como parametro para
determinar el control glucémico de los participantes diabéticos, y la glicemia en
ayunas para los no diabéticos.3! Con el fin de evaluar el porcentaje de colonizacion
0 portacion de Candida spp., solo se tomaron muestras a pacientes sin lesiones en
los sitios anatémicos de estudio. Las muestras de la cavidad oral de pacientes
diabéticos y no diabéticos, se tomaron mediante enjuague bucal durante 30 s con
buffer fosfato-salino 0,01 M, pH 7,2 y se recolectaron en recipientes estériles.3?

Las muestras de escamas de pie se tomaron mediante frotis de la zona interdigital,
que se conservo para su transporte en el buffer fosfato-salino. Las muestras se
sembraron en agar sabouraud-cloranfenicol, y las colonias se resembraron para su
diferenciacion en CHROMagar Candida.332* Las especies se identificaron de acuerdo
con los colores producidos por las colonias en CHROMagar Candida, atendiendo a
las indicaciones del fabricante.33:353¢ Para la realizacion de las pruebas, los
aislamientos se resembraron en agar sabouraud.
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Se realizaron pruebas fenotipicas adicionales, como tincion de Gram, la prueba del
tubo germinal, produccién de clamidosporas y zimograma.333’ La prueba de tubo
germinal se realiz6 con 500 pL de suero humano, al que se adicion6 una asada del
aislado en estudio con 24 h de crecimiento, se mezclé y se incub6 por 2-3 h a 37
°C. La prueba resulta positiva para C. albicans y C. dubliniensis.®3:38 La prueba de
produccion de clamidosporas se efectudé en agar leche de acuerdo con lo descrito
por Pineda y otros.3” El agar leche se sirvié sobre portaobjetos ubicados en camaras
humedas, y una vez solidificado, se procedié a sembrar por medio de una estria con
un asa en punta, haciendo incisién del medio, y luego se cubrieron con los
cubreobjetos. Las cajas se incubaron a 28 °C por 48 horas.

La observacion microscopica se hizo directamente con el portaobjetos con una
intensidad de luz apropiada para la visualizaciéon de las estructuras a 400X. La
prueba se considerd positiva para C. albicans y C. dubliniensis.®” Para la prueba de
zimograma, el medio utilizado se preparé con 5,5 g de extracto de levadura, 7,5 g
de peptona y 40 mg de purpura de bromocresol por litro; y los azucares glucosa,
maltosa, sacarosa, galactosa, lactosa y trehalosa, a una concentracion del 6 %.
Para la prueba, los aislados completaron 24 h de crecimiento. El in6culo se prepard
con solucion salina estéril, y se ajustd a 1 de la escala de McFarland. A cada tubo
de medio se agreg6d 1 mL de uno de los azicares a evaluar y 100 pL del in6culo,
hasta completar los seis azlcares por cada aislado en estudio. Se incubaron por 48
h a 37 °C, y se tom6 como positivo ante el viraje del medio a amarillo y/o la
produccion de gas.®® Las especies que no fueron plenamente identificadas, se
reportaron como Candida no albicans.3® El andlisis estadistico de los datos se realiz
con el programa SPSS de IBM, version 19 para Windows 8.4°

RESULTADOS

El estudio se realiz6 con 85 pacientes pertenecientes a un grupo de promocién de
salud del municipio de Tdrbaco, que comprendia sujetos con un rango de edad
entre 39 y 87 afios, la media correspondi6 a 66,35 *+ 11,54, con una mediana de
47 y tres modas de 47, 75 y 76 afios de edad. El 76,5 % de la poblacion era de
sexo femenino, y el 23,5 % de sexo masculino. El grupo de estudio incluy6 46
pacientes diabéticos y 39 pacientes no diabéticos. La media de edad en pacientes
diabéticos era de 63,65 + 12,07, con un 89,1 % de individuos del sexo femenino.
Para los pacientes diabéticos, la HbAlc se encontr6 entre 5,2 y 12,2, con una
media de 7,71 + 2,034. De este grupo de pacientes, solo 23 (54 %) presentaban
control adecuado de su glicemia, de acuerdo con los valores de su HbAlc, que se
encontraban por debajo de 7. En los pacientes no diabéticos, la media de la edad
era de 69,53 + 10,15, con 61,5 % de sujetos de sexo femenino.

La frecuencia de colonizacion por Candida spp. en el total de la poblacién —tanto
diabéticos como no diabéticos— fue de 28,2 % y de 50,6 %, en la cavidad oral y el
pie, respectivamente. De las muestras de la cavidad oral se obtuvo crecimiento en
11 pacientes diabéticos y en 13 pacientes no diabéticos, para un total de 24
aislamientos en la cavidad oral, con predominio de Candida albicans. El porcentaje
de colonizacién en la cavidad oral por Candida spp. en pacientes diabéticos fue de
23,9 %, y fue la especie mas frecuentemente aislada (45,5 %), seguida por
Candida glabrata (18,8 %) y otras especies en igual porcentaje (9,1 %), como
Candida tropicalis, Candida krusei, Candida dubliniensis y Candida stellatoidea. Los
aislamientos de C. albicans correspondieron a 60,8 % de todos los aislamientos en
diabéticos y no diabéticos, pero se observd que para los pacientes diabéticos hubo
un menor nimero de aislamientos en los que C. albicans correspondia a 45,5 %,
mientras que para los no diabéticos, en los que la frecuencia total fue de 33,3 %,
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para C. albicans se hallé un 69,2 % y de otras especies de Candida 7,79 % (tablas
1y2).

Tabla 1. Aislamientos de Candida spp. en la cavidad oral
en pacientes diabéticos y no diabéticos

Poblacian total

n= 85

Especies de Candida
en la cavidad oral Diabéticos | Mo diabéticos

n= 46 n=39

MNo. (%) Mo. (%)
Candida albicans 5 (45,5) 9 (69,2)
Candida glabrata 2 (18,8) 1(7,7)
Candida krusei 1(9,1) 0
Candida tropicalis 1(9,1) 0
Candida dubliniensis 1(9,1) 1(7,7)
Candida parapsilosis 0 1(7,7)
Candidia lusitanae 0 1(7,7)
Candida stellatoidea 1(9,1) 0
Total aislamientos 11 {100} 13 (100)

Tabla 2. Aislamientos de Candida spp. en el pie
en pacientes diabéticos y no diabéticos

Poblacian total

n= 85
Especies de Candida
en el pie Diabéticos | No diabéticos
n= 46 n= 39
MNo. (%) No. (%)
Candida no afbicans | 19 (73,1) 9 (52,9)
Candida albicans 3(11,5) 1(5,9)
Candida tropicalis 3(11,5) 5(29,4)
Candida krusei 1(3,8) 2(11,7)
Total aislamientos 26 (100} 17 (100)

En las muestras de zona interdigital del pie se obtuvo crecimiento en 26 pacientes
diabéticos y 17 pacientes no diabéticos, para un total de 43 aislamientos, con
predominio de Candida no albicans, lo que corresponde a 56,5 % de colonizacion en
pie para pacientes diabéticos y 43,6 % de colonizacion en el pie para no diabéticos.

En zona interdigital del pie, la colonizacion por C. albicans y C. tropicalis se observoé
en pacientes diabéticos, en 11,5 % para ambas especies. En las muestras
estudiadas solo se pudo identificar una cepa de C. krusei. En el grupo de no
diabéticos, C. tropicalis se hall6 en 24,9 % y C. krusei en 11,7 %. A diferencia de lo
observado en la cavidad oral, los datos muestran un mayor numero de aislamientos
en el pie para pacientes diabéticos, que corresponden a 70,3 % del total de
aislamientos (37 cepas de boca y pie) obtenidos en diabéticos.
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DISCUSION

La tasa de colonizacién por Candida spp. puede variar ampliamente de una
poblaciéon a otra, dependiendo de su edad, enfermedad de base, sitio anatdémico de
aislamiento, o inclusive, del método utilizado.32%4-43 En el presente estudio se hallo
un porcentaje de colonizacién en la poblacién total de estudio entre 28,2 y 50,6 %o,
pero gue dependia del sitio anatémico del aislamiento. Duque y otros** encontraron
una frecuencia de portacion de 48 % de Candida spp. en la cavidad oral de
diabéticos, en un estudio realizado en 200 pacientes. En otro estudio, realizado por
Thaweboon y otros,*? en pacientes sometidos a radioterapia, todos resultaron
portadores de Candida spp.; en pacientes infectados con VIH en una poblacién de
Turquia, la colonizacion oral fue del 82,8 %.4° Estas diferencias podrian estar
relacionadas con factores de riesgo sistémicos (antibiéticos, corticosteroides,
radioterapia, cancer y VIH), o con factores locales (protesis dentales, maceracion,
etc.), que pueden variar las condiciones del ambiente, y favorecer, en algunos
casos, la colonizacion por Candida.?43

La especie mas frecuentemente aislada, en la cavidad oral, tanto en pacientes
diabéticos como no diabéticos, fue Candida albicans, en 45,5 a 69,2 %
respectivamente. La frecuencia de esta especie para Duque y otros** fue de 95,4 %
y para las especies noalbicans (Candida guillermondii y Candida parapsilosis) en
2,3 %. En nuestro estudio, si bien hubo una menor colonizacién por C. albicans, se
hallé6 una mayor variedad de especies no albicans. Premkumar y otros,*® en
Chennai (India), encontraron en un estudio realizado con 80 pacientes diabéticos y
no diabéticos, que la colonizacion en la cavidad oral por C. albicans fue del

33 y 45 % respectivamente. Ademas, reportaron que las especies no albicans
fueron mas prevalentes en los pacientes diabéticos, que en los no diabéticos. Estos
resultados coinciden con nuestros hallazgos, al encontrarse un mayor porcentaje de
C. albicans en los pacientes diabéticos.

Practicamente no se hallan datos de colonizaciéon en el pie, pero en Ulceras de pie
diabético también se encuentra variacion en los porcentajes de aislamiento, que
pueden ir del 5 al 21 %.4% Por Gltimo, podria considerarse que factores locales
asociados al nicho de Candida, quizas influyan en las frecuencias de portacion de la
levadura y en la variacion de especies que colonizan el sitio anatomico de estudio.
La menor colonizacion en la cavidad oral podria estar relacionada con otros factores
locales diferentes, relacionados con el uso de proétesis dentales, una higiene
inadecuada, o que muchos pacientes, a pesar de ser edéntulos completos, no
usaban la protesis.

De igual forma, se presentaria una situacion similar en el pie, pues se observé un
predominio de especies no albicans y un mayor porcentaje de colonizaciéon con
respecto a la cavidad oral, por lo que quizas, antes que la condicién de base o el
factor de riesgo, serian muy determinantes las condiciones locales del ambiente de
donde se aisle Candida spp.

La colonizacién por el género Candida en pacientes diabéticos es diferente
dependiendo del sitio de aislamiento, tanto en frecuencia, como en variacion de
especies. El mayor porcentaje de colonizacion se destaca en la zona interdigital de
pie. Al observarse similitud en la frecuencia de colonizacion entre diabéticos y no
diabéticos, es probable que la colonizacién por Candida esté mas influida por
factores locales como la maceracioén, la humedad y el calor, que por factores de
riesgo sistémicos.
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