APORTACIONES ORIGINALES

Candiduria en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2.
Sensibilidad antifingica in vitro

Introduccién: la presencia de Candida en ori-
na de pacientes diabéticos es muy frecuente.
El objetivo de la investigacion fue determi-
nar la presencia y el significado clinico de
candiduria, identificar las diferentes espe-
cies aisladas de Candiday su patron de sen-
sibilidad in vitro a diferentes antifingicos,
por el método de microdilucion en caldo.
Material y métodos: se estudié la orina de 50
pacientes con diabetes mellitus tipo 2, 24 de
los pacientes en control y 26 pacientes no
controlados.

Resultados: se obtuvieron 23 aislamientos de
Candida spp., de los cuales 17 fueron obte-
nidos de pacientes no controlados; 30.7 %
de los aislamientos fue causa de candiduria-
infeccion. La principal especie aislada fue
C. glabrata (48 %) seguida de C. albicans
(35 %). Itraconazol, anfotericina B y keto-
conazol presentaron menor actividad anti-
fungica en los aislamientos de C. glabrata,
mientras que fluconazol y voriconazol mayor.
Conclusiones: es importante realizar la bus-
queda rutinaria de levaduras en la orina de
los pacientes con diabetes mellitus tipo 2,
para detectar candiduria y efectuar estudio
de sensibilidad antifungica a los aislamientos
de Candida para establecer un tratamiento
oportuno y efectivo.

SUMMARY

Background: Candida is frequently seen in
urinalysis studies in patients with diabetes
mellitus. The objective was to determine the
presence and clinical significance of can-
diduria, and to identify the different isolated
Candida species and their in vitro susceptibil-
ity pattern to different antifungal agents by
means of the broth microdilution method.
Methods: we studied the urine from 50 type
2 diabetes mellitus (DMT2) patients. 24
patients had controlled DMT2 and 26 non-
controlled DMT2.

Results: twenty-three Candida spp. positive
cultures were obtained, of which 17 were
obtained from the non-controlled DMT2
patients; 30.7 % of the isolates were caused
by Candida infection. The main isolated spe-
cies were C. glabrata (48 %) and C. albicans
(35 %). ltraconazole, amphotericine B, and
ketoconazole showed less antifungal activity
in C. glabrata isolates, whereas fluconazole
and voriconazole displayed higher antifun-
gal activity.

Conclusions: it is important to search routinely
for yeast in the urine of DMT2 patients to
detect candidiasis, and to perform antifun-
gal susceptibility tests to Candida isolates in
order to establish antifungal therapy for these
patients.

Recibido: 15 de octubre de 2007

Introduccion

En laactualidad, las infecciones por hongos opor-
tunistas son causadas principalmente por leva-
duras del género Candida. El aumento de estas
infecciones es debido al mayor niimero de indi-
viduos que cursan con factores de inmunosupre-
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sién que favorecen el desarrollo de estos organis-
mos en el hospedero. La presencia de Candida en
la orina (candiduria) es un hallazgo frecuente en
los pacientes hospitalizados, en quienes es dificil
determinar su significado clinico. De acuerdo con
diferentes publicaciones, se ha descrito que la
candiduria puede ser una condicién que repre-
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senta contaminacion, colonizacién o infeccién de
vias urinarias altas o bajas."* Aunque no se cuen-
ta con un pardmetro estandarizado que pueda
tomarse en cuenta como regla para diagnosticar
una infeccién de vias urinarias causada por Can-
dida,® algunos autores proponen que el hallazgo
de mds 10 mil unidades formadoras de colonia
por mililitro (UFC/mL) en cultivos cuantitati-
vos de orina, ademds de incontables levaduras o
pseudohifas en el frotis de orina, podria ser indi-
cativos de infeccién de vias urinarias.">4

Los principales factores relacionados con can-
diduria son la aplicacién de catéteres o sondas
urinarias, administracién de antibidticos de amplio
espectro por tiempo prolongado y diversas enfer-
medades inmunosupresoras como la diabetes
mellitus tipo 2.%7 Algunos investigadores han re-
portado candiduria en 25 a 50 % de los pacientes
con diabetes mellitus; en individuos sanos este
hallazgo ha sido raro.>%?

La candidiasis de vias urinarias generalmen-
te es un proceso asintomdtico, ya que los sinto-
mas como disuria, polaquiuria y urgencia urinaria
se presentan solo en 2 a 4 % de los casos.®” Emori
y colaboradores' informaron que 44 % de los
pacientes hospitalizados presentaba infeccién de
vias urinarias, de los cuales 5 a 7 % estaba cau-
sada por Candida spp. Paralelo al aumento en la
frecuencia de infecciones fingicas, se ha regis-
trado un aumento en la incidencia de infecciones
causadas por hongos resistentes a los tratamien-
tos antiftingicos; este hecho es particularmente
importante en las infecciones causadas por
Candida spp. Maenza y colaboradores,'! encon-
traron que las levaduras de este género aisladas
de infecciones bucofaringeas son resistentes a
fluconazol en 41 % de los casos; estas observa-
ciones fueron corroboradas por otros autores,
quienes refieren un incremento notable en el
aislamiento de C. glabrata 'y C. krusei resisten-
tes principalmente a fluconazol y en menor
ntimero a itraconazol.!>!4

En México son pocos los estudios realizados
acerca de la importancia de la candiduria en los
pacientes con algtin factor de riesgo; entre ellos
destaca el trabajo de Tinoco y colaboradores, '
quienes informan la infeccién de vias urinarias
como principal causa de morbilidad hospitala-
ria entre la poblacién adulta con diversas pato-
logias, y cuyos principales agentes etiolégicos
fueron bacterias gramnegativas. En este estudio

Candida spp. se present6 en 8 % de los casos de
infeccidn. Asi, se desconoce la frecuencia de can-
diduria en pacientes con diabetes mellitus tipo
2 y las especies de Candida asociadas a infec-
cién de vias urinarias, asi como su patrén de
sensibilidad antiftiingica. Los objetivos de este es-
tudio fueron determinar el significado clinico
de la candiduria en los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 atendidos en un hospital de la Ciu-
dad de México, identificar las especies de Candida
y evaluar su sensibilidad antifingica utilizando
el método de microdilucién en caldo.

Material y métodos

Se estudié un grupo de 50 pacientes con diabe-
tes mellitus tipo 2, adultos, de uno u otro sexo,
ambulatorios, que habitualmente acuden a con-
trol metaboélico al Servicio de Endocrinologia del
Hospital General “Dr. Dario Ferndndez Fierro”
del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de
los Trabajadores del Estado (ISSSTE), en el Dis-
trito Federal, México. Se excluyeron del estudio
los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que
presentaran una o mds de las siguientes condi-
ciones: portadores de catéter o sonda urinaria,
que recibieran tratamientos con antibacterianos
de amplio espectro, antiftingicos, esteroides o
cualquier otra droga inmunosupresora, con ma-
nifestaciones clinicas o de laboratorio sugestivas
de insuficiencia renal o con cualquier otra en-
fermedad inmunosupresora. A todos los pacien-
tes se les realizaron los siguientes estudios de
laboratorio: biometria hemdtica, quimica san-
guinea, examen general de orina, triglicéridos,
colesterol y hemoglobina glucosilada (HbAic).

Los pacientes fueron clasificados en dos gru-
pos de acuerdo con las concentraciones de glu-
cosa en sangre, HbAic, colesterol y triglicéridos:
A) diabetes mellitus controlada: glucosa en san-
gre < 140 mg/dL, HbAic < 8 %, colesterol 200-
239, triglicéridos < 150 mg/dL; B) diabetes
mellitus no controlada: glucosa en sangre > 200
mg/dL, HbAic > 10 %, colesterol > 240, trigli-
céridos > 250 mg/dL. Estos pardmetros han sido
establecidos por la Asociacién Americana de
Diabetes. !¢

De cada muestra de orina de los pacientes se
realizé un frotis tenido con Gram para visualizar
las levaduras o pseudohifas o hifas.
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Cultivo

De cada muestra de orina obtenida de los pacien-
tes se inocularon 10 UL por estria en dos placas de
agar dextrosa Sabouraud con antibiéticos y dos
sin antibidticos (cicloheximida y cloranfenicol);
una se incubd a 28 °C y otra a 37 °C durante 48
horas; posteriormente se conté el niimero de co-
lonias para determinar las UFC/mL.

Para evaluar el papel de las levaduras pre-
sentes en la orina de acuerdo al nimero de UFC
se tomaron los siguientes criterios: #) candiduria-
contaminacién, <103 UFC/mL; &) candiduria-
colonizacién, 10°-10* UFC/mL; y ¢) candiduria-
infeccién, > 104 UFC/mL.*17"!® En infeccién de
vias urinarias, ademds del nimero de UFC/mL,
consideramos la observacién de incontables le-
vaduras o pseudohifas o hifas en el frotis, en un
estudio serial de tres.

Asociacibn de especies e
identificacion presuntiva

Fueron inoculados 10 mL por estria en placas
del medio cromogénico CHROMagar Candida®,
y se incubaron 48 horas a 37 °C. Se consider6
asociacion de especies de Candida cuando se ob-
servaron colonias de colores diferentes. En caso
de desarrollo de colonias de color homogéneo,
éste se compard con los pardmetros descritos por
Odds y Bernaerts!® para establecer una identifi-
cacién presuntiva de especie.

Identificacion de las especies

A todos los aislamientos se les realizé la prueba
de formacién de tubo germinativo en suero a
37 °C, produccién de clamidoconidios en agar
harina de maiz adicionado de Tween-80 a 1 %
y asimilacién de carbohidratos, utilizando el sis-
tema automatizado Vitek YCB®. Los aislamien-
tos identificados como C. albicans se sometieron
a pruebas fenotipicas para diferenciar esta espe-
cie de C. dubliniesis: cultivo en agar Staib (C.
dubliniensis forma colonias rodeadas por una
zona filamentosa y produce abundantes clamidoco-
nidios en pares o racimo),*>*! crecimiento a 45 °C
en agar papa dextrosa (C. dubliniensis crece poco o
no crece),” y cultivo en CHROMagar Candida
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(las colonias color verde oscuro en el medio cro-
mogénico corresponden a C. dubliniensis).

Prueba de sensibilidad antifingica

Cada uno de los aislamientos obtenidos fueron
procesados por el método de microdilucién en
caldo descrito en el documento M27-A2 publi-
cado por el National Committee for Clinical La-
boratory Standards (NCCLS), actualmente
Clinical Laboratory Standards Institute,®® para
determinar la concentracién minima inhibito-
ria (CMI) de cada droga para cada aislamiento
de Candida spp., para lo cual se utilizaron mi-
croplacas de 96 pozos. El medio de cultivo uti-
lizado fue RPMI 1640, adicionado de MOPS
0.165 mol/L a pH 7. Las concentraciones de
ketoconazol, itraconazol, voriconazol y anfote-
ricina B utilizadas fueron de 0.03 a 16 pug/mlL,
y para fluconazol de 0.125 a 64 pug/mL. Cien
microlitros de las distintas concentraciones de
cada uno de los antifingicos fueron deposita-
dos en los pozos de las microplacas, excepto en
la columna 12, que fue utilizada como control
de ausencia de crecimiento.

El inéculo de cada aislamiento de Candida
fue preparado con cultivos de 24 horas de cre-
cimiento en agar dextrosa Sabouraud. Se pre-
par6 una suspension de levaduras en solucién
salina estéril (0.85 %) para obtener una con-
centracién de 1 a 5 x 10° UFC/mL; posterior-
mente se hizo una dilucién para obtener una
concentracién de 1 a 2.5 X 103 UFC/mL en cal-
do RPMI 1640; de éste se depositaron 100 mL
en los pozos de las microplacas respectivas y se
incubaron a 35 °C. Las lecturas se realizaron a
las 24 y 48 horas. Para determinar la CMI de
los diferentes antifingicos, se consideré la dis-
minucién de 80 % del crecimiento de las leva-
duras frente a las drogas azdlicas y la ausencia
del crecimiento con anfotericina B, tomando
como pardmetro el pozo control de crecimiento
(columna 11 sin antifingico). Esta prueba se rea-
liz6 por duplicado; en los casos en que se presenta-
ron valores de resistencia se realizé por triplicado
para confirmar el resultado.

Para interpretar los resultados del método
de sensibilidad antifiingica fueron considerados
los criterios de sensibilidad, sensibilidad dosis
dependiente (SDD) vy resistencia, descritos por
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Rex y colaboradores?® en el documento M27-
A2.% Para fluconazol: CMI < 8 mg/L, sensible;
16-32 pug/mL, SDD; = 64 pg/mlL, resistente.
Para itraconazol: CMI < 0.125 pg/mL, sensible;
0.25-0.5 pg/mL, SDD; 1 pg/mL, resistente.
Para ketoconazol fueron los mismos que para
itraconazol. Para anfotericina B: CMI < 1 ug/mL,
sensible; CMI = 2 pg/mL, resistente. Para vori-
conazol: CMI < 1 pg/mlL, sensible; 2 ng/mlL,
SDD; = 4 pg/mlL, resistente.

Como cepas de control de calidad fueron
incluidas C. parapsilosis ATCC 22019y C. krusei
ATCC 6258.

Prueba estadistica

Se realiz6 y? para valorar la relacién entre los pa-
cientes con diabetes mellitus tipo 2 controlada y
no controlada y la infeccién de vias urinarias
causadas por Candida. Con el programa SPSS
se calcularon rango y porcentaje de resistencia
de los valores de CMI de las cepas frente a cada
uno de los antifingicos probadé.

Resultados

De 50 pacientes estudiados, 35 fueron mujeres
y 15 hombres. La edad fluctué entre los 30 y 74
afios, con un promedio de 53. En cuanto al con-
trol metabdlico, 24 de los pacientes se encontra-
ron dentro de los pardmetros de control y 26 sin

Cuadro |

control. Ninguno de los pacientes presentaba
sintomas de infeccidn de vias urinarias. En 18
casos se observaron levaduras abundantes o
pseudohifa o hifas en el frotis de orina, sin em-
bargo, en 10 el niimero de UFC/mL estuvo por
abajo de 10% por lo tanto, no cumplieron los cri-
terios de infeccién. Ocho (30.7 %) de los 26 pa-
cientes con diabetes no controlada presentaron
candidiasis asintomdtica de vias urinarias, mien-
tras que en solo uno (4.1%) de los 24 pacientes
en control metabdlico se observé esta condicién
(cuadro I).

A partir de las 18 muestras positivas a leva-
duras, se obtuvo un total de 23 aislamientos, ya
que en cinco se encontrd asociacién de dos es-
pecies diferentes, todos ellos del género Candida
(tres casos de C. albicans con C. glabrata; un caso
de C. albicans con C. lipolytica y un caso de C.
albicans con C. parapsilosis).

En el cuadro II se muestran las especies de
Candida obtenidas, en donde se observa que la més
frecuente fue C. glabrata seguida de C. albicans;
56.5 % de los aislamientos estuvo relacionado
con infeccién de vias urinarias principalmente
en los pacientes con diabetes no controlada; la
diferencia entre éstos fue estadisticamente sig-
nificativa (p = 0.057).

En el cuadro IIT se muestra la CMI de los
diferentes antifiingicos utilizados: C. glabrata fue
la especie que presenté mayor porcentaje de re-
sistencia para la mayoria de los antifingicos, con
excepci6n de fluconazol y voriconazol. Esta es-
pecie tuvo el mayor porcentaje de resistencia

Significado clinico de los uislamientos de Candida spp. obtenidos de la orina de 50 pacientes con diabetes

mellitus tipo 2

Candiduria
Numero de Contaminacién Colonizacién Infeccién

Pacientes con diabetes aislamientos (<103 UFC/mL) (10%-10* UFC/mL) (> 10* UFC/mL)
Controlada 6 2 2 2*
(n=24)

No controlada 17 2 4* 11
(n=26)

Total 23 4 6 13
(n=50)

*Asociacibn de una especie de Candida en un caso

**Asociacion de dos especies de Candida en tres casos

Rev Med Inst Mex Seguro Soc 2008; 46 (6): 603-610



frente a itraconazol y anfotericina B; en tres de
los aislamientos (13.1 %) la CMI estuvo den-
tro del rango de SDD frente a fluconazol. De
las otras especies aisladas s6lo una de C. albicans
y una de C. dubliniensis mostraron resistencia a
itraconazol.

Discusion

La diabetes mellitus es una de las enfermedades
que predispone al hospedero a presentar can-
diduria. En estos pacientes, la deficiente respuesta
a la terapia con antibiéticos y la recurrencia de
infecciones podrian estar relacionadas con el
descontrol de la glucemia, manifestado por
aumento de la glucosa sanguinea y glucosuria, lo
que propicia el desarrollo de Candida en la orina.
En un estudio multicéntrico de 861 pacientes con
candiduria, Kauffman encontré que 39 % pre-
sentaba diabetes mellitus como enfermedad sub-
yacente.” En el presente estudio, ocho de los 26
pacientes con diabetes no controlada como tni-
co factor de riesgo presentaron més de 100 mil
UFC/mL en el cultivo, ademds de incontables
levaduras o pseudohifas o hifas en el frotis, por
lo cual fueron incluidos en el grupo de candi-
diasis de vias urinarias. En el aislamiento pri-
mario no se desarrollaron colonias bacterianas,
lo cual aumenta la confiabilidad de los resulta-
dos presentados.

A diferencia de los trabajos de Kauffman,"”
Kobayashi y colaboradores,” Fisher y colabora-
dores® hacen notar la importancia del uso de
antibiéticos de amplio espectro y la aplicacién
de catéteres urinarios como factores de riesgo
para candiduria. En el presente estudio, la dia-
betes fue la tnica condicién que favorecié la
candiduria en estos pacientes. Por otro lado, Febré
y colaboradores* reportaron alta incidencia de
candiduria en mujeres asociada a candidosis
vaginal. En nuestro estudio, la mayoria de pa-
cientes con candiduria fueron mujeres, pero nin-
guna presentaba manifestaciones clinicas de
candidosis vaginal.

En este trabajo, la identificacién de las leva-
duras obtenidas de los pacientes con candidu-
ria mostr6 que C. glabrata (48 %) fue la especie
mds comun, seguida de C. albicans (35 %). Este
resultado corrobora el incremento en los aisla-
mientos de las especies diferentes a C. albicans
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(65 %) como causa de candiduria. Previamente
varios investigadores reportaron a C. glabrata y
C. tropicalis como las especies mds frecuentes,
principalmente en los pacientes con mds de un
factor de riesgo, entre los que se asociaban dia-
betes mellitus con administracién de antibi6ti-
cos de amplio espectro y la portacién de sonda
urinaria.*!?* En grupos similares de pacientes,
Febré y colaboradores 4 encontraron C. albicans

Cuadro Il
Distribucion de especies de Candida de acuerdo con el estudo metabélico
de la diabetes mellitus tipo 2

Pacientes Pacientes
Especies IVU* controlados en descontrol Total (%)
C. glabrata 6 1 10 11 (47.9)
C. albicans 5 2 6 8 (34.8)
C. dubliniensis 1 2 0 2(8.7)
C. parapsilosis 0 0 1 1(4.3)
C. lipolytica 1 0 1 1(4.3)
Total 13 5 18 23 (100.0)

*Los nimeros de esta columna no estan considerados en la columna total
de la derecha. IVU = infeccién de vias urinarias

Cuadro 1l
Distribucion de CMI a diferentes antifingicos en las 23 aislados de Candida spp.
de pacientes con candiduria por el método de microdilucion en caldo

Aislados KTZ ITZ FLZ VRZ AMB
C. albicans (n = 8)
Media 0.03 0.9 0.75 0.03 1.0
Rango CMI 0.03-0.5 0.03-4.0 0.125-4.0 0.03-1.0 0.5-2.0
% resistencia 0 12.5 0 0 0
C. glabrata (n=11)
Media 0.5 2.0 8.0 1.0 2.0
Rango CMI 0.125-2.0 0.5-16 4.0-32 0.5-20 0.54.0
% resistencia 9.1 91 0 0 54.5
C. dubliniensis (n = 2)
Media 0.1 2.0 0.5 0.06 1.0
Rango CMI 0.03-0.25 0.03-4.0 0.125-1.0 0.03-0.125 1.0
% resistencia 0 12.5 0 0 0
C. parapsilosis (n=1)
Rango CMI 0.03 0.03 0.125 0.25 1.0
% resistencia 0 0 0 0 0
C. lipolytica (n= 1)
Rango CMI 0.125 0.5 2.0 0.06 1.0
% resistencia 0 0 0 0 0

KTZ = ketoconazol, ITZ = itraconazol, FLZ = fluconazol, VRZ = variconazol,
AMB = anfotericina B

607



Patricia
Manzano-Gayosso et al.
Candiduria en diabetes

608

(46.1%) como el principal agente causal de can-
diduria seguido de C. glabrata (30.7 %). Koba-
yashi y colaboradores” mostraron como agentes
mds frecuentes C. albicans (35.5 %) seguida por
C. tropicalis (22.2%).

Otro hallazgo interesante fue la asociacién de
especies de Candida detectada en el medio
cromogénico desde el aislamiento primario, con-
dicién que se presentd en cinco casos (21.8 %),
de los cuales cuatro estuvieron relacionados con
candidosis de vias urinarias. Esta asociacién de
especies ya ha sido descrita por algunos autores:'?
Lundstrom y Sobel?” encontraron dicha asocia-
cién en mds de 10 % de los casos de candiduria.

Los estudios de sensibilidad % vitro, a pesar
de las limitaciones para realizarlos de manera
rutinaria, tienen relevancia clinica y son impor-
tantes para proponer una terapia inicial o alter-
nativa. En el presente estudio, C. glabrara fue la
especie que mostrd la mayor resistencia frente a
itraconazol. Este hallazgo es comparable con los
resultados de Antoniadou y colaboradores,?®
quienes encontraron que 72 % de los aislamien-
tos de pacientes con candidemia eran resisten-
tes a itraconazol; y en el estudio de Safdar y
colaboradores,?” en 46.2 % de los aislamientos
obtenidos de pacientes con cdncer se presentd
este fenémeno. En nuestro estudio no se observd
resistencia a fluconazol en ninguna especie; sin
embargo, 27.2 % de los aislamientos de C. glabrata
mostré SDD a este triazol, hallazgo reportado

por otros investigadores*®

en un porcentaje si-
milar. Contrario a este estudio, Safdar y colabo-
radores? y Baran y colaboradores®! sefialaron una
resistencia a fluconazol en 30.8 y 66.7 % de los
aislamientos de C. glabrata, respectivamente.
Otras especies como C. albicans han presentado
menor resistencia a los diversos azoles en éste y
otros trabajos.”*°%2 A pesar de que C. glabrata
no mostrd resistencia frente a fluconazol, es evi-
dente que las cepas en las que se observé SDD
tienen esa tendencia.

Respecto a los resultados obtenidos de la
actividad con voriconazol, fue clara una mayor
actividad contra C. albicans, cuya inhibicién se
observé en concentraciones menores a 1 mg/mL
en siete de ocho aislamientos. Con este antifiin-
gico se encontrd una CMI de 0.25-1 mg/mL en
ocho de los 11 aislamientos de C. glabrata; este
resultado es similar al obtenido por Pfaller y co-

laboradores.3?

A pesar de los resultados de resistencia ele-
vada que mostré C. glabrara, los compuestos
azblicos siguen siendo de mucha utilidad en la
terapéutica clinica.** En base a los resultados in
vitro obtenidos en este estudio, podriamos con-
siderar al fluconazol como el antiftingico més
ttil en el tratamiento de las candidiasis de vias
urinarias; este compuesto azélico ha sido pro-
puesto como una buena alternativa terapéutica
por otros autores.>*

El aumento en la frecuencia de infecciones
causadas por levaduras diferentes a C. albicans
se ha asociado con presentacién de cuadros cli-
nicos diseminados y mds severos, asi como con
un incremento en la resistencia a los diferentes
antifingicos. En la préctica clinica hemos ob-
servado que los pacientes que cursan con diabe-
tes mellitus tipo 2 asociada a alguna infeccién
presentan mayor descontrol metabélico. Fue
notoria la asociacién de diabetes no controlada
con candiduria y cultivo positivo a Candida spp.
Por lo tanto, es importante buscar focos de in-
feccién a cualquier nivel, incluyendo las vias uri-
narias. Asi, la bisqueda de levaduras y los estudios
de sensibilidad, deben ser parte del andlisis
micoldgico de rutina en estos pacientes. Esto
contribuird a evitar el fracaso terapéutico y a
disminuir costos por medicamentos y hospita-
lizacién.
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