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RESUMEN

Introduccion: Candida spp. es un habitante normal de la microbiota humana, que
puede originar infecciones superficiales y sistémicas de caracter oportunista. En
pacientes diabéticos se incrementa el riesgo de infecciones por esta levadura, lo cual
estaria determinado por la portacion de Candida spp. Esta portacion es variable, asi se
observa en cavidad oral desde 13,7 al 64 %.

Objetivo: establecer los porcentajes de colonizaciéon y posibles factores asociados en
este grupo de alto riesgo.

Método: se realizé un estudio descriptivo en un total de 172 pacientes diabéticos y no
diabéticos. Las muestras de enjuague bucal se sembraron en agar Sabouraud y
CHROMagar Candida. Los aislamientos se sometieron a pruebas fenotipicas y a
reaccion en cadena de la polimerasa mdaltiple para su identificacion. Las variables
demogréficas, los habitos de higiene oral, el uso de prétesis dental, asi como los
niveles de hemoglobina glucosilada se evaluaron para determinacién de frecuencias y
asociacion por chi? y analisis multivariado, mediante el programa SPSS versién 19.0.
Resultados: el porcentaje de colonizacion en el total de la poblacion diabética y no
diabética (n= 172) fue de 33,7 %. La distribucion por especies fue de Candida albicans
(63,8 %), Candida glabrata (10,3 %), Candida tropicalis (6,9 %), Candida krusei

(5,2 %), Candida dubliniensis (3,4 %), Candida parapsilosis (3,4 %), Candida
lusitaniae (1,7 %), Candida guilliermondii (1,7 %) y Candida spp. (no identificada,

3,4 %). En sujetos no diabéticos el porcentaje de colonizaciéon fue de 27,9 % y en
diabéticos de 36,9 %. En los sujetos del estudio se encontré que 14,9 % tenia control
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glicemico por los niveles de hemoglobina glucosilada, el 57,6 % utilizaba proétesis
dentales y el 63,9 % practicaba higiene oral regular.

Conclusion: Candida albicans es la especie predominante en ambos grupos, con un
porcentaje significativo de las especies no albicans en estos pacientes. El uso de
prétesis dental es un factor coadyuvante para la colonizacidon por especies del género
Candida.

Palabras clave: Candida; diabetes; colonizacién; cavidad oral.

ABSTRACT

Introduction: Candida spp. is a normal inhabitant of the human microbiota, which can
cause superficial and systemic infections of an opportunistic nature. In diabetic patients
the risk of infections by this yeast increases, which would be determined by the
carrying of Candida spp. This carrying is variable, as observed in the oral cavity from
13.7 to 64 %.

Objective: to establish the percentages of colonization and possible associated factors
in this high-risk group.

Method: a descriptive study was carried out in a total of 172 diabetic and non-diabetic
patients. Mouthwash samples were seeded on Sabouraud agar and CHROMagar
Candida. The isolates were subjected to phenotypic tests and to a multiple
polymerase”s chain reaction for identification. Demographic variables, oral hygiene
habits, the use of dental prostheses, as well as glycosylated hemoglobin levels were
evaluated for frequency and association determination by chi2 and multivariate
analysis, using the SPSS program version 19.0.

Results: the percentage of colonization in the total of the diabetic and non-diabetic
population (n= 172) was 33.7 %. The distribution by species was Candida albicans
(63.8 %), Candida glabrata (10.3 %), Candida tropicalis (6.9 %), Candida krusei (5.2
%), Candida dubliniensis (3.4 %), Candida parapsilosis (3.4 %), Candida lusitaniae
(1.7 %), Candida guilliermondii (1.7 %), and Candida spp. (unidentified, 3.4 %). In
non-diabetic patients the percentage of colonization was 27.9 % and in diabetics 36.9
%. In the study”s patients, it was found that 14.9 % had glycemic control by
glycosylated hemoglobin levels, 57.6 % used dental prostheses, and 63.9% practiced
regular oral hygiene.

Conclusion: Candida albicans was the predominant specie in both groups, with a
significant percentage of the non-albicans species in these patients. The use of dental
prostheses was a contributory factor for colonization by species of the genus Candida.

Keywords: Candida; diabetes; colonization; oral cavity.

INTRODUCCION

Las especies del género Candida forman parte de la microbiota normal en la piel,
cavidad oral, tracto digestivo y vagina.l:?2 Diferentes especies se han descrito como
patdgenos oportunistas involucrados en infecciones superficiales y sistémicas,
especialmente en pacientes con inmunosupresion.?2 La diabetes es una enfermedad
de base en la que se eleva el riesgo por infecciones oportunistas, particularmente
por Candida spp.#® Candida albicans es la especie mas cominmente aislada en
estos pacientes, bien sea como colonizante o patégena, seguida por Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida
guillermondi y Candida dubliniensis.®11
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La prevalencia de portadores de levaduras en la cavidad oral depende de sus
condiciones generales, asi como de la regién geografica del estudio y la edad de los
pacientes. Se encontraron valores del 13,7 al 64 % sin ninguna sintomatologia.'-14
La presencia de estas levaduras en la cavidad oral no necesariamente da lugar a
enfermedades, a menos que existan factores predisponentes para el desarrollo de
la candidiasis.*®

La colonizacion por Candida spp. es un factor necesario para la presentacion de
candidiasis orales en pacientes diabéticos, lo que puede afectar su calidad de vida y
aumentar la tasa de mortalidad,**1:%¢ por lo que se hace necesario conocer la
proporcion en la que estas se encuentran colonizando a los pacientes y sus factores
asociados, ya que esta condicidon representa un factor de riesgo para esa poblacion,
asi que se hace necesario promover medidas de control y prevenciéon para evitar
posibles eventos infecciosos.

METODOS

El estudio, de caracter descriptivo, se realizé en un grupo de 172 participantes
voluntarios que acudieron al programa de promocién y prevencion del Centro de
Salud Turbaco-Bolivar, en el periodo comprendido de agosto a diciembre de 2013.
Los participantes fueron debidamente informados de los objetivos del proyecto, y
se les solicitd su consentimiento informado de acuerdo con los avales éticos de la
institucion. Los criterios de inclusidon fueron: pacientes diabéticos con control de
glucemia y hemoglobina glicosilada (HbA1c), y pacientes no diabéticos saludables
sin inmunocompromiso con resultado de glucemia en ayunas no mayor a un mes.
Se excluyeron del estudio los pacientes con lesiones en cavidad oral.

Las muestras de cavidad oral se recolectaron mediante enjuague bucal con solucion
de buffer fosfato salino (PBS).'” Las siembras de las muestras se realizaron en agar
Sabouraud-cloranfenicol (Merck, Alemania) para aislamiento primario. Las cepas
utilizadas como control fueron las siguientes: Candida albicans ATCC 90028,
Candida tropicalis ATCC 750, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida glabrata
ATCC 64677, Issatchenkia orientalis (Candida krusei) ATCC 6258, Candida
lusitaniae ATCC 34449, Candida guilliermondii ATCC 6260, Candida dubliniensis
GMO0314 (aislamiento clinico caracterizado fenotipica y molecularmente).

Los aislamientos obtenidos se sembraron en CHROMagar Candida (Francia)*® para
diferenciar las especies de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Las pruebas
fenotipicas adicionales incluyeron: tincién de gram, prueba de tubo germinal en
agar leche y suero, zimograma y produccion de clamidosporas en agar harina de
maiz y agar leche.®-2!

La prueba del tubo germinal se realizé en suero para verificar la filamentacion a
37 ©C, para lo cual se siembra el aislamiento a estudiar en 0,5 mL de suero.
Después de dos horas de incubacion se tomé una gota de la suspensiéon para su
observacion microscoépica, que seria positiva para C. albicans.® La prueba en agar
leche permite la verificacion de la filamentacion y la produccion de clamidosporas
directamente en un portaobjetos preparado previamente con el medio. Para la
preparacion del medio se pesaron 2 g de agar al 2 %, 100 mL de agua destilada,
1 mL de tween 80 al 1 % y 1 mL de leche 1 %. Este medio se fraccion6 en tubos y
se le agregaron 10 mL a cada uno, se llevo a esterilizar en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos, luego se dej6 enfriar aproximadamente a una temperatura
50 ©C, para después agregar 1 mL de leche al 1 %. El medio se coloc6 sobre
portaobjetos estériles en camara hiumeda, se sembré una estria por incision en el

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Endocrinologia. 2017;28(3)

medio y se cubrié con un cubreobjetos estéril. Se incub6 a 37 °C durante 3 horas, y
se realiz6 la lectura microscépica con 10X y 40X, para observar la presencia de
tubo germinal, luego se volvié a incubar a 30 °C durante 48 horas para visualizar la
formacion de clamidosporas.1®

Para la prueba de zimograma se utilizaron 5,5 g de extracto de levadura, 7,5 g de
peptona, y 40 mg de purpura de bromocresol para un litro de agua. Una vez estéril
por calor humedo, se dispensé en tubos de 10 mL y se adicioné al medio 1 mL del
azucar a evaluar (glucosa, sacarosa, galactosa, lactosa y maltosa), con una
concentracion del 6 % y previamente filtrada con millipore de 0,5 um. Luego se
preparo el inéculo a estudiar segun la escala 1 (3 x 108 unidades formadoras de
colonias [u.f.c]/mL) de Mc Farland, y se agregaron 100 pL de este al medio. Una
vez listo, se llevd a incubar a 37 ©C por 24-48 horas. El cambio de color indicé la
positividad de la prueba.

Para la prueba de clamidosporas en agar harina de maiz, las colonias frescas fueron
inoculadas en el medio (Himedia), con asa en punta, realizando una incisién de
aproximadamente 1 cm de largo, y cubriéndolo con un cubreobjeto se incub6 a
24 °C por 48 horas. Pasado este tiempo, las cajas de Petri cultivadas se observaron
en el microscopio en el objetivo 40X para captar la presencia de clamidosporas.

El ADN de los aislamientos de Candida spp. se obtuvo por el método de choque
térmico descrito por Millar y otros,?? sin adicién de enzimas. Para la amplificacién
de las especies de Candida se utilizé el método de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) multiple descrito por Carvalho y otros.?® Los primers universales
UNI1 y UNI2 y los primers especie-especificos Calb, Cgla, Ckru, Cpar, Ctro, Cgui y
Cdub fueron corroborados usando el programa Primer Blast en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Los primers fueron comprados a Eurofins Mwg Operon, con sede en Estados Unidos.
La PCR multiple se realizé de acuerdo con lo descrito por Carvalho y otros, pero con
un volumen final de 25 uL y con el kit GoTaqg Green Master Mix de Promega. Las
concentraciones finales de los primers para la PCR fueron las sefialadas por
Carvalho y otros.? La reacciéon se corrié en un termociclador Perkin-Elmer
GeneAmp PCR System 2400, de la manera siguiente: un periodo inicial de
desnaturalizacion y activacion enzimatica de 10 minutos a 94 °C, 40 ciclos de

15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C y 45 segundos a 65 °C. El gel de
agarosa se uso al 2 % en buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) mas bromuro de etidio

(5 pL/100 mL de agarosa). Se utilizé el marcador de peso molecular Thermo
Scientific GeneRuler 50 bp DNA Ladder. La corrida se realiz6é en buffer TBE y con un
voltaje de 100 V. Las fotografias se registraron con un fotodocumentador, Ingenius
3, Genesys version 1.2.7.0.%3

Para el analisis estadistico de las variables cualitativas se utilizé la prueba de Fisher
o chi?, y para las variables cuantitativas Mann-Whitney. Se implementd la regresion
logistica para el analisis bivariado y multivariado, con odds ratio (OR) con un

IC 95 % y p< 0,05 utilizando para ello el programa estadistico SPSS para Windows
version 19.0.

RESULTADOS

Durante el periodo del estudio participaron voluntariamente 172 sujetos,
135 mujeres y 37 varones, sin lesiones en cavidad oral; 111 con diagndstico de
diabetes mellitus y 61 no diabéticos. La mediana de la edad fue de 66 afios con un
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rango intercuartilico entre 57,5 y 75 afios. El porcentaje de colonizacion en el total
de la poblacién diabética y no diabética fue de 33,7 % (58 sujetos). En sujetos no
diabéticos el porcentaje de colonizaciéon fue de 27,9 % y en diabéticos de 36,9 %.

Mediante las pruebas fenotipicas se encontré que Candida albicans (67,2 %) fue la
especie mas frecuente, seguida por Candida krusei (13,8 %), Candida spp.

(12,1 %), y Candida tropicalis (6,9 %). En cuanto a los sujetos colonizados por
especies del género Candida identificadas por CHROMagar, la especie mas
frecuentemente aislada fue Candida albicans (colonias verdes) con 67,2 %, seguida
por Candida krusei (colonias rosadas) 13,8 %, Candida spp. (colonias blancas, no
identificadas) 12,1 %, Candida tropicalis (colonias azules) 6,9 % (tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de la identificacién de las especies de Candida por CHROMagar
en los pacientes diabéticos y no diabéticos

CHRDMagar Frecuencia | Frecuencia %
relativa
C. albicans 39 0,672 67,2
| €. krusei 8 0,138 13,8
C. tropicalis 4 0,069 6,9
C. spp. | 7 | 0,121 12,1
Total 58 1 100,0

Al realizarse la prueba de tubo germinal para la especie Candida albicans dio
resultados positivos que evidenciaron su presencia, reproducible en ambas pruebas
(tanto en suero humano como en agar leche). Se identific6 en mayor proporciéon en
el agar leche (100 %) y en suero humano (97,4 %). Las colonias aisladas de
CHROMagar de Candida albicans dieron resultados positivos para clamidosporas en
ambas pruebas, y se observé una identificacion en agar leche en 100 % y en agar
harina de maiz en 92,1 %. Los resultados obtenidos mediante zimograma fueron
muy variables: para Candida albicans y Candida no albicans se obtuvo un
crecimiento del 12,2 %.

Los aislamientos se identificaron por PCR multiple y se encontré concordancia
relativa con los resultados obtenidos por los métodos fenotipicos. El 33,7 % de la
poblacién (58 sujetos) estaba colonizado por Candida albicans (63,8 %), Candida
glabrata (10,3 %), Candida tropicalis (6,9 %), Candida krusei (5,2 %), Candida
dubliniensis (3,4 %), Candida parapsilosis (3,4 %), Candida lusitaniae (1,7 %),
Candida guilliermondii (1,7 %) y Candida spp. (no identificada, 3,4 %) (tabla 2,
figuras 1y 2).
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Tabla 2. Frecuencia y comparacién de las caracteristicas generales de los pacientes
por diagnéstico o no de diabetes

Variables sociodemograficas | No diabetes | Diabetes | valor p'
qt_a colonizacion y factores de riesgo | N=61 (_%j_ | I"«l_=_1_1]__[”,_fo] -
Edad [rango] | 68 [60,5-75] | 65 [55,5-74,5] | 0,1513
Género | | |
Femenino | a1(67,2) | 94(84,7) |0,0132
| Masculino [ 20(32,8) | 17 (15,3) e
' Colonizado 17 (27,9) 41 (36,9) 0,3049
' Especies
' C. albicans 13 (24,6) 24 (21,6) -
C. tropicalis - . 4 (3,6) =
C. krusei 1(1,86) ' 2 (S,4) | -
C. parapsilosis | 0(0,0) 2 (1,8) =
C. glabrata, [ 1(16) 5 (4,5) =
. dublinieas T 2@Eay | . .
R . - : e =
' C. quilligrmandii - 1(0,9) -
Candida spp. (no identificadas) - | 2(1,8) | -
Control glucémico (HbAlc) - 16 (14,9) -
' Protesis dental 44 (72,1) 55 (49,5) 0,0068
' Higiene bucal 38 (62,3) 72 (64,9} 0,8620

En los sujetos del estudio se encontré que 16 (14,9 %) tenian control glucémico
medido por niveles de HbAlc. Al indagar por los habitos orales se encontré que el
57,6 % utilizaba protesis dentales y el 63,9 % practicaba higiene oral regular.
Cuando se compararon todas las variables estudiadas entre los sujetos con
diagndstico o0 no de diabetes, se encontraron diferencias significativas en el grupo
de mujeres y en el uso de proétesis dental (tabla 2). No se observaron diferencias
entre los pacientes con control glucémico. Al asociar diabetes con género femenino,
utilizacién de proétesis dental y practica de higiene oral regular, con la colonizacién
oral por Candida, se encontré asociacion causal para la utilizacion de proétesis dental
con OR crudo= 2,33 (IC 95 %= 1,13-4,89) y OR ajustado= 2,72 (IC 95 %= 1,34-
5,50) por analisis bivariado y multivariado respectivamente (tabla 3).
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Fig. 1. Electroforesis por reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) mdltiple: Mpm 50 pb (marcador de peso molecular), Cak
(Candida albicans de referencia) 1-5 aislamientos de €. afbicans,
control negativo (Cheg).

Fig. 2. Gel de electroforesis por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiple:

Mpm (marcador de peso molecular), Clusk (C. fusitaniae referencial, Cpark (C. parapsiiosis
referencia), CguiR (€. guifermond! referencia), CkruR (C. krusef referencia), CglaR

(C. gfabrata referencial, 1 (C, jusitanie), 2 (C. parapsiosis), 3 (C. guitfiermondil),

4 (0, krusen), 5y 6 (C. glabrats), control negativo (Cheg).

Tabla 3. Factores asociados a colonizacion oral por Candida spp. por regresién

logistica
Factores de OR crudo IC 95 % OR ajustado | IC 95 %
riesgo
Diabetes . 1,52 0,73-3,20 1,87 0,90-3,86
Género femenino 0,79 0,32-1,84 0,82 0,36-1,89
Protesis dental 2,33 1,13-4,89 2,72 1,34-5,50
Higiene bucal 1,140 0,54-2,28 1,02 0,52-2,05

OR.: odds ratio.
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DISCUSION

En el presente estudio, del total de 172 participantes, 64,5 % (111) eran diabéticos
y 35,5 % (61) no diabéticos. El 33,7 % de la poblacién (58 sujetos) estaba
colonizado por Candida albicans (63,8 %), Candida tropicalis (6,9 %), Candida
krusei (5,2 %), Candida glabrata (10,3 %), Candida dubliniensis (3,4 %), Candida
parapsilosis (3,4 %), Candida lusitaniae (1,7 %), Candida guilliermondii (1,7 %) y
Candida spp. (no identificada, 3,4 %). Estos resultados difieren al estudio realizado
por Wills y otros,?* ya que en 414 pacientes diabéticos insulinodependientes se
encontré que el 77 % fueron positivos para Candida en cavidad bucal, aunque C.
albicans fue la especie aislada con mas frecuencia.

Otro estudio realizado por Suarez y otros,?® en Cali, con pacientes diabéticos,
también encontré a C. albicans como la especie mas frecuentemente aislada. Urizar
y otros,?® mencionan que la relaciéon entre candidiasis oral y diabetes se conoce
desde hace mucho tiempo; los estudios comparativos realizados no han sido
capaces de demostrar, de forma definitiva, una mayor colonizacién por Candida en
los pacientes diabéticos, aunque si se ha confirmado mayor presencia de Candida
en la boca de pacientes diabéticos con proétesis dental con respecto a los no
portadores. En nuestro estudio se encontré que el 57,6 % utilizaba prétesis dental,
que arrojo una asociacion causal para la colonizacion oral por Candida spp., con un
OR= 2,33 y p= 0,0068.

Gendreau y Loewy?” mencionan la prevalencia del 15-70 % en su revision de la
literatura sobre epidemiologia y etiologia de candidiasis asociada a la prétesis oral,
en el que considera que la amplia variabilidad de estos rangos se debe a la
diversidad de poblaciones y condiciones de estudio. La protesis dental impediria la
libre circulacion de la saliva, y su accién de lavado lubricacién y proteccion, y
promoveria una alteracién duradera del microambiente.?® El papel de la saliva es
controvertido, ya que algunos autores afirman que reduce la adherencia del hongo
al polimero, debido a la actividad protectora de las enzimas salivales, en tanto,
otros han reportado que la formacién de peliculas de saliva y suero favorecen la
fase inicial del proceso de adherencia de Candida albicans a la prétesis dental, sin
afectar las fases posteriores del proceso.'#2% En cuanto a la higiene oral, en nuestro
estudio, no se encontrd asociacion con la colonizacion por especies de Candida y la
diabetes.

Cuando se compararon las caracteristicas generales de los sujetos diabéticos con su
control glucémico (niveles de HbAlc), se observo en los diabéticos no controlados
de sexo femenino una portaciéon del 38,3 %, uso de prétesis dental en 47,9 % e
higiene bucal deficiente en un 68,1 %; mientras, en los diabéticos controlados la
portacion fue del 31,2 y el uso de protesis dental en 52,2 %. Estos resultados se
relacionan con un estudio previo realizado por Khosravi y otros,?® que menciona
que el grado de colonizaciéon de levadura de la cavidad oral puede ser alterado por
los niveles de glucosa en la sangre. Sin embargo, nuestro estudio no reveld
diferencias estadisticamente significativas.

Manfredi y otros®° afirman que la frecuencia de aislamientos y el estado de portador
de Candida es independiente del nivel de HbAlc, y sugieren que el crecimiento de
las levaduras en la cavidad bucal de los pacientes diabéticos depende de otros
factores. Un nivel de HbAlc por encima de 12 % es altamente predictivo de la
infeccion oral debido a Candida, sin embargo en nuestro estudio no se encontré
asociaciéon. En cuanto al uso de proétesis dental se encontré asociaciéon con la
colonizacion en ambos grupos, pues su uso predispone al paciente y lo hace mas
susceptible a una candidiasis oral. Seria recomendable realizar regularmente
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desinfeccion a las protesis dentales y dejarlas expuestas al aire en las noches,
sugerencia, sobre todo, para los pacientes diabéticos.

Se concluye que Candida albicans es la especie predominante en ambos grupos,
con un porcentaje significativo de las especies no albicans en estos pacientes. La
especie no albicans que siguié en el uso de prétesis dental parece un factor
coadyuvante para la colonizacién por especies del género Candida.
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