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ABSTRACT

BACKGROUND. Immunosuppressed patients, also those who are HIV-positive patients, are susceptible to oral
cavity fungal infections.

AIM OF STUDY. In this study, we aimed to show differences in qualitative composition of oral cavity flora
between HIV-positive people and healthy controls and identify factors which affect fungal oral cavity flora.
MATERIALS AND METHODS. The study group contained HIV-positive people and a control group of
healthy people. All cultured species were analysed using MALDI-TOF MS.

RESULTS. More HIV-positive people had two or more fungus species present than controls (p=0.008). Seven
species were cultured in the study group compared to three in the control group. Smoking was associated with
higher prevalence of C. albicans (p=0.03), C. glabrata (p=0.026), C. tropicalis (p=0.01). Dental prosthesis or
braces was also associated with presence of more species (p=0.04).The lower level of lymphocytes CD4+ was
not associated with fungus presence in oral cavity.

CONCLUSIONS. HIV infection is associated with changes to oral cavity fungal flora. Given the higher number
of non-albicans species among HIV-positive patients it is important to individually choose a treatment for such
patients’ fungal infections. Proper oral hygene and not smoking can reduce prevalence of fungi in oral cavity. Patients’
immunological status did not have an impact on the frequency of Candida species isolation from the oral cavity.
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STRESZCZENIE

WSTEP. Pacjenci z immunosupresja, takze ci zakazeni HIV, sa szczegdlnie podatni na infekcje grzybicze jamy
ustne;j.

CEL PRACY. Badanie miato na celu ukazanie réznic w sktadzie jakosciowym flory jamy ustnej oséb HIV
-dodatnich i u 0s6b zdrowych z grupy kontrolnej oraz zidentyfikowanie czynnikéw wplywajacych na obecnos¢
i sktad flory grzybiczej jamy ustne;j.

MATERIALY I METODY. Grupg badang stanowity osoby zakazone HIV, a grupe kontrolng stanowity osoby
zdrowe. Wszystkie wyhodowane szczepy grzybicze zostaly poddane analizie gatunkowej przy pomocy metody
diagnostycznej MALDI-TOF MS.

WYNIKI. Wystepowanie dwoch lub wigcej gatunkow grzybow w jamie ustnej stwierdzono czesciej u oséb
zakazonych HIV w poréwnaniu z grupa kontrolng (p=0,008). W grupie badanej wyhodowano siedem gatunkoéw
grzybdw, natomiast w grupie kontrolnej jedynie trzy gatunki. Palenie papierosow bylto zwigzane z czgstszym
wystepowaniem gatunkow C. albicans (p=0,03), C. glabrata (p=0,026), C. tropicalis (p=0,01). Obecnos¢ prote-
zy zebowej lub aparatu ortodontycznego byla zwigzana z obecnoscia wigkszej liczby gatunkéw w jamie ustnej
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(p=0,04). Obnizony poziom limfocytow CD4+ nie mial wptywu na cze¢stsze wystepowanie grzybow w sktadzie

flory jamy ustne;j.

WNIOSKI. Zakazenie HIV jest zwiazane ze zmianami sktadu flory grzybiczej jamy ustnej. Z powodu czgstszej
izolacji gatunkow non-albicans posrod HIV-dodatnich pacjentow, istotne jest aby indywidualnie dobierac terapi¢
dla tych pacjentow w przypadku infekeji grzybiczych. Odpowiednia higiena jamy ustnej oraz zaprzestanie pale-
nia mogg zredukowac wystepowanie grzybow w jamie ustnej. Status immunologiczny pacjenta nie ma wptywu

na obecno$¢ grzybow we florze jamy ustne;.

Stowa kluczowe: HIV, Candida, jama ustna

BACKGROUND

The physiological flora of the oral cavity includes
different bacteria and fungi making its composition
complex and varied. Microorganisms start the
colonisation of one’s body immediately after birth. The
oral cavity flora’s structure changes throughout life
and is influenced by oral hygiene, diets, drugs taken
and host immunological function (1, 2).

Fungi from the genus Candida are part of natural
flora existing in people’s oral cavity. They can be found
among healthy people as well as infected by human
immunodeficiency virus (HIV) (3). Colonization of the
oral cavity by yeast-like fungi is possible due to their
ability to adhere to the surface of mucous membranes
and is often asymptomatic (4). The most common species
isolated from the oral area is Candida albicans. This
opportunistic pathogen has a large infective potential. It
normally lives on mucous membranes without affecting
host well-being when a person is healthy, yet under
favourable circumstances can become pathogenic (5).
Other yeast-like fungi species on the mucous membranes
of the oral cavity include Candida glabrata, Candida
dubliniensis, Candida krusei, Candida tropicalis (5).
Moulds rarely colonise the oral area and when found in
clinical specimens are most commonly contaminants (5).

In the course of HIV infection, progressive
immunosuppression can favour development of oral
cavity fungal infection (6). When present in HIV-
positive patients, such infection is one of the criteria of
the diagnosis of AIDS (acquired immune deficiency
syndrome). Oral and pharyngeal candidiasis belongs
to clinical category B in HIV infection (symptomatic
phase) (7). These infections are usually chronic, difficult
to treat and significantly lower patients’ quality of life.
Differences in oral cavity flora composition can affect the
potential treatment of the disease, especially in connection
with some yeast-like fungi species’ resistance to the most
commonly used antifungals (8,9).

AIM OF THE STUDY

The aim of this study is to identify oral cavity fungal
flora among HIV-positive people and to compare it to oral
cavity flora of healthy people, as well as to assess the risk
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WSTEP

Sktad flory fizjologicznej zasiedlajacej jame ustng
jest bardzo bogaty i roznorodny. Mozemy tu znalez¢
zard6wno bakterie, jak i grzyby. Kolonizacja drobno-
ustrojami rozpoczyna si¢ zaraz po urodzeniu, a sktad
tej flory zmienia si¢ przez cate zycie, na co maja
wpltyw nawyki higieniczne, sposéb odzywiania, sto-
sowane leki, a takze stopien odpornosci danego pa-
cjenta (1,2).

Grzyby z rodzaju Candida naleza do naturalnej
flory zasiedlajacej jame ustng. Spotykane sa zard6wno
u 0s6b zdrowych, jak i zakazonych wirusem HIV (3).
Kolonizacja jamy ustnej przez grzyby drozdzopodob-
ne jest mozliwa dzigki zdolnosci przylegania komorek
grzyba do powierzchni bton $luzowych, nie powodu-
jac jednoczesnie objawow chorobowych (4). Zdecydo-
wanie najczesciej z tych miejsc izolowany jest gatunek
Candida albicans, grzyb oportunistyczny o ogromnym
potencjale chorobotwdrczym, ktéry w stanie zdrowia
jedynie bytuje na btonach $luzowych, ale w sprzyja-
jacych warunkach moze by¢ przyczyna zakazen (5).
Inne gatunki grzybow drozdzopodobnych na btonach
sluzowych jamy ustnej to: Candida glabrata, Candi-
da dubliniensis, Candida krusei, Candida tropicalis
(5). Grzyby plesniowe niezwykle rzadko kolonizuja te
miejsca, w materiatach klinicznych spotykane sa naj-
czesciej jako kontaminacja (5).

W przebiegu zakazenia ludzkim wirusem niedo-
boru odpornosci postepujaca immunosupresja moze
sprzyja¢ rozwojowi objawowego zakazenia grzybicze-
go miedzy innymi jamy ustno-gardlowej (6). W przy-
padku pacjentow zakazonych wirusem HIV jest to jed-
no z kryteriow rozpoznania AIDS (acquired immune
deficiency sydrome). Kandydoza jamy ustnej i gardta
nalezy do kategorii klinicznej B w zakazeniu HIV -
fazy objawowej (7). Zakazenia te majg najczesciej
charakter przewlekly, sa trudne do leczenia i obnizaja
komfort zycia pacjentow. Roznice w sktadzie jakoscio-
wym flory grzybiczej jamy ustnej mogg mie¢ wplyw
na p6zniejsze leczenie ewentualnej choroby z powodu
opornos$ci niektorych gatunkéw grzybow drozdzopo-
dobnych na najczesciej stosowane leki przeciwgrzybi-
cze (8,9).
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factors for the presence of different fungi species in the
oral cavity in the HIV-positive and healthy people.

MATERIALS AND METHODS

The results of this study are given by the empirical
examinations and the survey. Smears were collected
from buccal mucosa of patients without any oral
lesions between October 2018 and January 2019.
The study group consisted of HIV-positive patients
attending infectious diseases clinics during cART
(combination antiretroviral therapy), while the control
group consisted of healthy people living in Wroctaw
County, Poland. All of the patients were in good
clinical condition when the sample was obtained.
Before collection, all participants signed the informed
consent document agreeing to take part in the study
and completed an anonymous survey providing
information about their age, weight, height, oral
hygiene habits, tobacco use and, in case of the study
group the HIV infection details. Overall, 98 adults took
part in this study: 69 with HIV infection (ages 24-72
years) and 29 healthy controls (ages 22-62 years).

Specimens were collected using a disposable sterile
swab set containing transport medium. Time from
smear collection to transfer to culture medium in the
microbiology laboratory was no longer than 24 hours.
The specimens were transferred to culture media such as
Columbia Agar with 5% sheep blood (Becton Dickinson)
and Sabouraud 2 with chloramphenicol (Biomerieux).
After, 24 to 48 hours of Columbia Agar plate incubation
in 37°C they were checked for bacteria. After 48 hours of
Sabouraud Agar plates’ incubation and liquid Sabouraud
Broth medium at 28°C they were checked for fungi. Those
plates were incubated for 10 more days and checked
daily. When colony growth was present its morphology
(shape and size) was assessed (Photo 1). Additionally,
microscopic slides were made using Lactophenol Cotton
Blue in order to assess micromorphology of the fungi
(Photo 2-4). Single fungi colonies were transferred to
CHROMagar Candida (Becton Dickinson) plates in
order to perform the initial identification of the yeast-
like fungi from Candida genus (Photo 5). Difficult to
identify yeast-like fungi were verified by rice medium
Rice Agar (Biomaxima), which enables assessment of
chlamydospores. In order to differentiate C. albicans from
C. dubliniensis — both species produce green colonies on
CHROMagar medium and both create chlamydospors —
the strains were cultured in 37°C and 42°C. C. albicans
unlike C. dubliniensis grows well at 42°C.

To verify speciation, all of the cultured species were
analysed by MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/ lonization — Time Of Flight) that uses the
mass spectrometry, which is seen as a very precise and
modern diagnostic tool. The results were calculated

CEL BADANIA

Celem badania byto zidentyfikowanie sktadu jakoscio-
wego flory grzybiczej jamy ustnej wsrod osob zakazonych
wirusem HIV oraz poréwnanie sktadu tej flory z florg jamy
ustnej osob zdrowych, a takze ocena czynnikow ryzyka za-
siedlania jamy ustnej przez rézne gatunki grzybow, zarow-
no u 0sob zakazonych HIV, jak i zdrowych.

MATERIALY I METODY

Badaniu poddano 98 os6b dorostych, z czego 69
0s6b stanowilo grupe badang, w wieku 24-72 lata, a 29
0s6b grupe kontrolng w wieku 22-62 lata. Grupa bada-
ng byli pacjenci przychodni choréb zakaznych, zakaze-
ni wirusem HIV w trakcie terapii antyretrowirusowe;j.
Grupe kontrolng stanowily osoby zdrowe, mieszkajace
w powiecie wroctawskim. Wszyscy pacjenci w trakcie
badania byli w dobrym stanie klinicznym. Materiatem
badanym byly wymazy z niezmienionej blony $luzo-
wej policzka pobierane od pazdziernika 2018 do stycz-
nia 2019. Przed pobraniem materiatu kazdy uczestnik
podpisat §wiadoma zgode na udziat w badaniu oraz
wypelniat anonimowa ankiete, podajac informacje na
temat swojego wieku, masy ciala, wzrostu, nawykow
higienicznych jamy ustnej, uzaleznien oraz w przy-
padku grupy badanej, infekcji wirusem HIV.

Photo 1. Morphology of fungal colonies on Sabouraud 2
with chloramphenicol medium. Priv. collection
Fot. 1. Morfologia kolonii grzybow na podtozu Sabouraud 2
z chloramfenicolem

A. Candida albicans; B. Candida tropicalis and Candida par-
apsilosis; C. Candida tropicalis and Candida dubliniensis

Materiat do badania pobierany byt za pomocg jednora-
zowych, jatowych wymazowek, wyposazonych w pod-
loze transportowe. Nastepnie materiat byl przekazy-
wany do laboratorium mikrobiologicznego. Wysianie
w laboratorium nastgpowato w czasie nie dtuzszym niz
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using the computer programme Statistica to verify the
statistical significance.

Photo 2. Candida albicans 40x zoom (Lactophenol Cotton
Blue). Priv. collection.
Fot. 2. Candida albicans pow. x40 (Lactophenol Cotton
Blue), zdjecia whasne

Photo 4. Candida glabrata 40x zoom (Lactophenol Cotton
Blue). Priv. collection
Fot. 4. Candida glabrata pow. x40 (Lactophenol Cotton
Blue), zdjecia whasne

Photo 5. Identification of yeast-like fungi on CHROMagar
Candida plates. Priv. Collection
Fot. 5. Identyfikacja szczepow drozdzowych na podiozu chro-
mogennym CHROMagar Candida. Zdjegcia wiasne.
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24 godziny od momentu pobrania. Material byl wy-
siewany na podtoze Columbia Agar z dodatkiem 5%
krwi baraniej (BectonDicinson) i plytki z podlozem
Sabouraud 2 z chloramfenikolem (Biomerieux). Po 24
do 48 godz. inkubacji plytek Columbia Agar w tempe-
raturze 37°C odczytywano wyniki posiewu w kierunku
bakterii. Po 48 godzinach inkubacji plytek Sabouraud
Agar 1 ptynnego podtoza Sabouraud Broth w tempe-
raturze 28°C odczytywano wyniki posiewu w kierun-
ku grzybow. Ptytki te inkubowano jeszcze do 10 dni
i codziennie ogladano. W przypadku wzrostu oceniano
morfologi¢ kolonii grzybow (ksztalt, wielkos¢) (Fot. 1).
Dodatkowo wykonano preparaty podbarwione bfie-
kitem laktofenolowym (Lactophenol Cotton Blue)
celem oceny mikromorfologii grzybow (Fot. 2-4).

_SO u rr

Photo 3. Candida krusei 40x zoom (Lactophenol Cotton
Blue). Priv. collection.
Fot. 3. Candida krusei pow. x40 (Lactophenol Cotton Blue),
zdjecia wlasne

Pojedyncze kolonie grzyba posiewano na plytki z podio-
zem CHROMagar Candida (Becton Dickinson) w celu
wstepnej identyfikacji grzybow drozdzopodobnych z ro-
dzaju Candida (Fot.5). Trudne do zidentyfikowania grzyby
drozdzopodobne byly weryfikowane za pomoca podtoza
ryzowego Rice Agar (Biomaxima) umozliwiajacego oceng
chlamydospory. W celu rozroznienia C. albicans od C. du-
bliniensis —obydwa gatunki wytwarzaja zielone kolonie na
podtozu CHROMagar, obydwa gatunki wytwarzaja chla-
mydospory - szczepy te hodowano w temp. zarowno 37°C
jak 1 42°C. Candida albicans w odroznieniu od Candida
dubliniensis dobrze wzrasta w temp. 42°C.

Wszystkie wyhodowane gatunki zostaty poddane
analizie za pomocg metody MALDI-TOF MS, wy-
korzystujacej spektrometri¢ mas, bedacg bardzo do-
ktadnym i nowoczesnym narzgdziem diagnostycznym
w celu okreslenia przynalezno$ci gatunkowej. Wyniki
opracowano pod wzgledem istotnosci statystycznej za
pomocg programu Statistica.
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RESULTS

The HIV-positive patients and healthy controls did
not have statistically significant differences in sex, age,
BMI, cigarette smoking. In the study group, there were
statistically significantly more people having braces or
dentures (Table I)

WYNIKI

Grupy badana i kontrolna nie r6znily si¢ statystycz-
nie pod wzgledem plci, wieku, BMI oraz liczby os6b
palacych papierosy. W grupie badanej istotnie staty-
stycznie cze$ciej zgtaszano obecno$¢ protez zebowych
lub aparatéw ortodontycznych (Tab. I).

Table I. Basic qualities of the study group and the control group.
Tabela I. Podstawowe charakterystyki grupy badanej i grupy kontrolne;j.

QUALITY STUDY GROUP CONTROL GROUP
Number of people 69 29
Age 24-72 22-62
Men/Women 62/7 25/4
HIV status infected not infected
BMI 19.4-39.1 17.5-30.2
Smokers 28 6
Braces/ Dentures 28 3

CECHA GRUPA BADANA GRUPA KONTROLNA

Liczebnos¢ 69 29
Wiek 24-72 22-62
Megzczyzni/Kobiety 62/7 25/4
Status zakazenia HIV zakazeni zdrowi
BMI 19,4-39,1 17,5-30,2
Palacze 28 6
Aparat ortodontyczny/Proteza zgbowa 28 3

In the study group, 7 yeast-like fungi species from

W grupie badanej wyodrebniono 7 gatunkow grzy-

the genus Candida were detected versus only 3 species
found in the control group (Table II). In addition to the
Candida genus in the study group also other fungi, such
as Rhodothorula and Cryptococcus (Cryptococcus
laurenti), were detected. There weren’t detected any
other species apart from Candida in the control group.
Moreover, there were significant differences in the
frequency of isolation of the yeast-like fungi species
between the study group and the control group (Fig. 1).
Multiple Candida species were isolated from some
members of both the study and control group (Fig. 2).
Isolation of multiple Candida species was more common
in the study group compared to the control group (p=
0.008) (Fig. 2.). In the study group, Candida albicans
was isolated from 42% of people with positive cultures
(20 strains), compared to 46% of those with positive
cultures in the control group (6 strains). Furthermore,
within the study group, Candida dubliniensis was
cultured from 46% of patients with positive cultures (22
strains) and in the control group it was cultured from
54% (7 grown strains) of people with positive cultures
(Fig. 3). Frequency of Candida albicans and non-
albicans was comparable in both groups (Fig. 4).

boéw drozdzopodobnych z rodzaju Candida, z kolei
w grupie kontrolnej wyhodowano jedynie 3 gatunki
(Tab. II). Oprocz rodzaju Candida w grupie badanej
wyhodowano réwniez inne grzyby drozdzopodobne.
Byt to rodzaj Rhodothorula, oraz rodzaj Cryptococcus
(Cryptococcus laurenti). W grupie kontrolnej nie wy-
kryto innych niz Candida gatunkdéw grzybow.

Table II. Species of yeast-like fungi cultured from cheek swab.
Tabela II. Gatunki grzybéw drozdzopodobnych wyhodowane
z pobranych materiatéw z jamy ustne;.

STUDY GROUP CONTROL GROUP
Candida albicans Candida albicans
Candida glabrata Candida glabrata
Candida dubliniensis Candida dubliniensis
Candida tropicalis -
Candida krusei -
Candida parapsilosis -
Candida inconspicua -

Wykazano réznice w czestosci izolacji grzybow
drozdzopodobnych pomigdzy grupa badang a grupa
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m Positive culture

= Negative culture

100,0%
75,0%
50,0%
25,0%
0,0%
Study group Control group
Fig. 1. Frequency of isolation of fungus among the study

group and the control group.
Ryec. 1. Czgstos¢ izolacji grzybdéw drozdzopodobnych w grupie
badanej i grupie kontrolne;.

u 1 species u 2 or more species

100,0%
75,0%
50,0%

25,0%

0,0%

Study group Control group

Fig. 2. Frequency of isolation of single species or multiple
species colonisation in the study group and the control
group.

Ryc. 2. Czestos¢ izolacji pojedynczych lub wystepujacych

razem gatunkow  grzybow  drozdzopodobnych
w grupie badanej i grupie kontrolnej.

Smoking was a risk factor for presence of Candida
species in the oral cavity. The study demonstrated that
smoking significantly increased the frequency of the
following species presence in an oral cavity: C. albicans
(p=0.03), C. glabrata (p=0.026), C. tropicalis (p=0.01).

Among the study group, having braces or dentures
was a risk factor for the presence of multiple (two
or more) strains within one patient (p=0.04). CD4+
lymphocyte level did not influence the frequency or
number of strains colonizing the oral cavity. Age and
BMI in both groups and time of HIV infection in the
study group were not significantly associated with
the frequency of oral cavity colonization by fungi.
Consumption of sweets and reported mouth dryness
did not increase the probability of culturing fungi.

DISCUSSION

This study found numerous differences in oral
fungal flora between HIV-positive patients and healthy
controls. The HIV-positive patients grew significantly
more different Candida species. Also, a considerably
greater diversity of oral fungal flora was found within
HIV-positive patients compared to controls.
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kontrolng (Ryc. 1). W przypadku dodatniego wyniku
posiewu z materiatu badanego od poszczegdlnych pa-
cjentdow izolowano 1, 2 lub wigcej gatunkow grzybow
(Ryc. 2). Wspotwystepowanie kilku gatunkow grzy-
bow stwierdzano u niektorych cztonkow zaréwno gru-
py badanej, jak i kontrolnej (Ryc. 2). U 0s6b z grupy
badanej zauwazono statystycznie istotnie wigcej przy-
padkoéw wspotwystepujacych dwoch lub wiecej gatun-
kéw grzybow, co bylo rzadkoscia w grupie kontrolnej
(p=0,008). Gatunek Candida albicans w grupie bada-
nej wystepowal u 42% os6b z dodatnim posiewem (20
wyhodowanych szczepdéw). Dla poréwnania w grupie
kontrolnej byto to 46% (6 szczepoéw). W grupie bada-
nej gatunek C. dubliniensis zostat wykryty u 46% oséb
z dodatnim posiewem (22 szczepy), w grupie kontrol-
nej C. dubliniensis wyhodowano u 54% (7 szczepoéw)
0s60b z dodatnimi posiewami (Ryc. 3). Czgsto$¢ wyste-
powania Candida albicans i non-albicans byta porow-
nywalna w obu grupach (Ryc. 4).

60%
45%
46%
30%
15%
0%
‘00‘\9 ' (\é\s

m Study group Control group

54%

. 8% 0%
—

2% 0% 2% 0% 2% 0%
—— —
S \© & & R
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S TS
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Fig. 3. Percentage of yeast-like fungi species isolation from
patients with positive cultures.

Ryc. 3. Czgsto$¢ wystgpowania poszczegoélnych gatunkoéw
grzybow drozdzopodobnych

m Candida albicans m Candida non-albicans

100,0%
75,0%
50,0%

25,0%

0,0%

Study group Control group

Fig. 4. Frequency of Candida albicans and non-albicans
among all strains grown

Ryec. 4. Czg¢stosc¢ izolacji Candida albicans i Candida non-
albicans wsrod wszystkich

Na podstawie ankiet przeprowadzonych wsrod
0s0b poddanych badaniu i korelacji ich z wynika-
mi badan mikrobiologicznych stwierdzono, ze czyn-
nikiem sprzyjajacym zasiedlaniu jamy ustnej przez
grzyby byto palenie papierosow. Wykazano, ze palenie
papierosOw istotnie statystycznie zwigkszato czgstosé
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Oral cavity fungal flora in HIV/AIDS patients has
not been fully explored (10). No data for this topic is
available for the Polish population. Most published data
originate from developing countries such as Turkey,
Thailand, Brazil, India and Iran (9, 11). Their results
may prove inapplicable to highly developed European
countries due to different climate and socioeconomic
conditions as well as unequal access to antiretroviral
therapy and treatment of opportunistic infections (12).
In line with other studies, our results indicate that
Candida spp. was the most common fungi isolated
from patients’ oral cavity and that other species were
found significantly less frequently (9, 13). This study
includes precise identification of Candida species
and confirmation and reports risk factors contributing
to increased yeast-like fungi colonization of the oral
cavity in HIV-positive patients.

An increased species diversity of Candida in HI'V-
positive patients demonstrated in this study is in
accordance with previous findings (9,14,15). Khedri et
al. indicate that multiple yeast-like fungi species may
be isolated from HIV-positive individuals (16). This is
consistent with our findings, as nine fungi species were
isolated in the study group, in contrast to only three
species found in the control group.

Some papers indicate a higher prevalence of
Candida albicans compared to non-albicans Candida in
asymptomatic colonization among both HIV-negative
and HIV-positive people (8, 17). In contrast, we did
not find a higher prevalence of Candida albicans
in both healthy controls and HIV-positive people.
A shift towards non-albicans Candida species in both
infection and oral cavity fungal flora has been reported
in an increasing number of studies (18, 19, 20). Still,
Candida albicans remains the most common isolated
pathogen in oral infection; however, its prevalence is
not as great as observed in older studies (21).

We speculate that this shift may be due to the greater
use of anti-fungal treatment as well as prophylaxis, which
favors the selection of more resistant strains such as
Candida dubliniensis (22). Martinez et al. described the
higher occurrence of Candida dubliniensis in comparison
to Candida albicans in HIV-positive patients (22).
However, we found the prevalence of C. dubliniensis to
be comparable in both the study and control groups.

Given the significant similarity of those two
species, C. albicans and C. dubliniensis might be
difficult to distinguish from each other using several
diagnostic methods (23, 24). Loreto et al. and Ells et
al. point out the importance of definitive diagnosis
given its implications for antifungal treatment
choice. Proper species identification is crucial as non-
albicans Candida frequently have higher prevalence
of antifungal resistance, necessitating a different
treatment scheme (15).

wystepowania gatunkow: C. albicans (p=0,03), C.
glabrata (p=0,026), C. tropicalis (p=0,01). Obecnosc
aparatu ortodontycznego lub protez zebowych u 0sob
z grupy badanej, miata istotnie statystyczny wptyw na
zwiekszenie liczby szczepow wykrytych u jednego
pacjenta (p=0,04). Poziom limfocytow CD4+ badany
w ostatnim czasie u 0sob zakazonych nie miat wptywu
na wystepowanie w jamie ustnej wyhodowanych ga-
tunkoéw grzybow czgsciej czy tez w wigkszej liczbie.
Wiek i BMI badanych 0s6b zar6wno w grupie badanej
1 kontrolnej oraz czas trwania zakazenia wirusem HIV
w przypadku grupy badanej nie wplywaty na obecnos¢
grzybow w jamie ustnej. Jedzenie stodyczy w duzych
ilo§ciach i zgtaszane przez badane osoby odczuwanie
sucho$ci w ustach nie zwigkszato prawdopodobien-
stwa wyhodowania grzybow.

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaly wiele roz-
nic pomiedzy grupg badang i grupa kontrolng. Jedna
z wazniejszych byla liczba gatunkéw grzybow z ro-
dzaju Candida w poszczegdlnych grupach. Zdecy-
dowanie wigksza rdéznorodnos¢ gatunkow spotykana
byta w grupie badanej, czyli u osob zakazonych wi-
rusem HIV.

Temat flory grzybiczej jamy ustnej wsrdd pacjen-
tow HIV-dodatnich nie jest nadal w pelni zbadany
(10). Brak jest danych dotyczacych populacji polskie;.
Wigkszo$§¢ publikacji pochodzi z krajéw rozwijaja-
cych si¢ (takich jak Turcja, Tajlandia, Brazylia, Indie,
Iran) (9, 11) i tym samym moze by¢ niecadekwatna
w przypadku ludzi zamieszkujacych tereny rozwinie-
tych krajow Europy. Ma to zwigzek z innym klimatem
1 warunkami socjoekonomicznymi, a takze, w przy-
padku pacjentéw HIV-dodatnich, dostepnoscia terapii
antyretrowirusowej oraz mozliwoscig leczenia infekcji
oportunistycznych (12). W niniejszej pracy wsrod ba-
danych o0sob najczesciej izolowano grzyby z rodzaju
Candida, inne rodzaje izolowano duzo rzadziej, co po-
krywa si¢ z wynikami innych badan (9, 13). W pracy
skupiono si¢ na dokladnej identyfikacji gatunkowej
Candida oraz okre$leniu czynnikow ryzyka zwigkszo-
nej kolonizacji grzybami drozdzopodobnymi jamy ust-
nej pacjentow zakazonych HIV.

Wykazana w badaniu wigksza roznorodno$¢ gatun-
kowa grzybow zasiedlajacych jame ustng wsrod osob
zakazonych HIV znajduje potwierdzenie takze w in-
nych publikacjach (9, 14, 15). Khedri 1 wsp. wskazuja,
ze w przypadku pacjentow zakazonych wirusem HIV
mamy do czynienia z izolacja kilku gatunkéw grzybow
drozdzopodobnych z materiatu od jednego pacjenta, co
zostato potwierdzone w naszych badaniach (16). W gru-
pie badanej stwierdziliSmy dziewie¢ roznych gatunkow
grzybow, natomiast w grupie kontrolnej tylko trzy.
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Some previous studies describe an active oral
yeast infection instead of the colonization; however,
a frequently endogenous character of such infections
provides a presumption of possible preceding
asymptomatic carriage (3, 9, 11, 16, 25, 26).

Teanpaisan et al. also determined a frequent
occurrence of Candida species in the oral cavity of
HIV-positive patients (25).

The lack of correlation, in this paper, between host
immunological status defined by CD4+ lymphocytes
count and asymptomatic yeast-like fungal oral
colonization ofthe oral mucosa was in line with previous
findings (13, 14, 27, 28). Goulart et al. however report
an association between low CD4+ count (400-700 cells
per cubic millimeter) and symptomatic oral candidiasis
(29). Kirti found that symptomatic oral candidiasis is
associated with low CD4+ count (less than 200 cells/
mm?) (11).

Anovel finding of this research is the occurrence of
a statistically significant correlation between smoking
and particular Candida species presence. We were
unable to find similar results in previously published
papers.

Consistent with findings reported by other authors,
our results indicate frequent fungal colonization of the
oral cavity in patients using dentures or braces (30).
This might be particularly important for patients with
a higher number of risk factors for fungal infections,
including immunosuppression (30).

Moreover, some authors examined the connection
between HIV viremia and yeast-like fungal colonization
of'the oral mucosa (27, 28). Back-Brito et al. indicated that
low-level viremia affects yeast-like fungi distribution by
reducing their amount in the oral cavity (27). Interestingly,
others have not found any correlations between viremia
levels and Candida carriage (28). Further studies of oral
fungal flora could include measurement of HIV virus
levels, to investigate this issue. Interestingly, some papers
indicate that cART reduces non-albicans Candida species
quantity (31).

Furthermore, our research implies that the age of
HIV-positive patients does not increase the risk of
fungal colonization, which is contrary to other studies.
A larger study may be able to detect an association
with age (9, 29). Additionally, our study did not assess
anti-fungal resistance in yeast; further studies could
determine whether antifungal resistance is associated
with HIV infection or previous antifungal prophylaxis
(8, 18).

CONCLUSIONS
This paper finds that HIV infection is associated

with an increased diversity of oral cavity fungal flora
with Candida spp. being the most prevalent group.
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W przeciwienstwie do uzyskanych wynikéw, inni
autorzy wykazali czgste wystepowanie Candida albi-
cans, w porownaniu do Candida non-albicans (8, 17).
Spotykana dotychczas czestsza izolacja z jamy ustnej
gatunku Candida albicans w poréwnaniu do innych
gatunkow rodzaju Candida, szczegblnie u pacjentow
zakazonych HIV, nie zostala potwierdzona. Pojawia
si¢ coraz wigcej prac wykazujgcych zmiany w etiolo-
gii infekcji drozdzakowych, a takze zasiedlania jamy
ustnej, w kierunku wigkszego udziatu gatunkow in-
nych niz Candida albicans (18, 19, 20). Candida albi-
cans pozostaje nadal najczgstszym patogenem, jednak
nie jest to tak znaczaca przewaga, jak ta obserwowana
w pracach z lat wezesniejszych (21).

Zjawisko to moze mie¢ zwiazek z czestszym sto-
sowaniem leczenia i profilaktyki przeciwgrzybiczej,
umozliwiajacych selekcje bardziej opornych szczepow
takich, jak cho¢by Candida dubliniensis (22).

Martinez i wsp. opisywali zjawisko czestszego wy-
stepowania C. dubliniensis w stosunku do C. albicans
u pacjentow zakazonych wirusem HIV (22). W na-
szych badaniach ten stosunek jest poréwnywalny, za-
rowno w grupie badanej, jak i kontrolne;.

Z uwagi na fakt, ze te dwa gatunki sg do siebie
bardzo podobne, czasem trudno je diagnostycznie od-
ro6zni¢, w zaleznosci oczywiscie od dysponowanych
metod (23, 24). Loreto i wsp. oraz Ells i wsp. zwra-
cajg uwagg na istot¢ tego zagadnienia, jako podstawe
pozniejszej terapii zakazen grzybiczych. Prawidtowe
rozpoznanie gatunku jest bardzo istotne, poniewaz ga-
tunki non-albicans, jako naturalnie bardziej oporne,
moga wymagac¢ zastosowania innego schematu lecze-
nia (15).

Niektore z podobnych prac opisuja aktywne zaka-
zenia jamy ustnej przez drozdzaki, nie za$ jej koloni-
zacje, jednakze czgsty endogenny charakter tego typu
infekcji pozwala domniemywac, ze byly one poprze-
dzone w wielu przypadkach bezobjawowym nosiciel-
stwem. (3, 9, 11, 16, 25, 26).

Teanpaisan i wsp. takze wykazali czesta koloniza-
cje jamy ustnej przez grzyby z rodzaju Candida u oséb
zakazonych HIV (25).

Brak zwigzku pomigdzy stanem immunologicz-
nym pacjenta definiowanym poziomem limfocytow
CD4+, a wystepowaniem grzybow drozdzopodobnych
w jamie ustnej zostal potwierdzony takze w innych
publikacjach (13, 14, 27, 28). Goulart 1 wspotautorzy
wskazujg natomiast na wystepowanie korelacji migdzy
niskim poziomem CD4+ (400-700 komorek/mm?),
a objawowa kandydoza jamy ustnej (29). Natomiast
Kirti wskazuje objawowa kandydozg jamy ustnej jako
rewelator niskiego poziomuCD4+(<200 komorek/
mm?) (11).

W prezentowanej pracy wykazano istotny staty-
stycznie zwigzek pomigdzy paleniem papierosow
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Increased prevalence of Candida non-albicans was
observed in HIV-positive patients and healthy controls.
This may cause therapeutic failure due to increased
resistance in some non-albicans species to empiric
antifungal treatment, especially in immunosuppressed
patients, who are prone to fungal infections (8, 22, 32).
Smoking and denture use further increased Candida
spp. prevalence in the oral cavity. Accordingly, smoking
cessation and proper oral hygiene may prevent oral
candidiasis. Patients’ immunological status did not
have an impact on the frequency of Candida species
isolation from the oral cavity.
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i obecnoscig wybranych gatunkow Candida, czego nie
udato si¢ odnalez¢ w literaturze polskiej ani §wiatowe;.

W naszej pracy wykazano czeste przypadki koloni-
zacji jamy ustnej u 0sob noszacych protezy zegbowe, na
co roOwniez zwracajg uwage inni autorzy (30). Jest to
szczegolnie istotne u 0sob obcigzonych innymi czyn-
nikami ryzyka zakazefn grzybiczych, jak immunosu-
presja (30).

Niektorzy autorzy badali takze zwigzek wiremii
z kolonizacja jamy ustnej przez grzyby drozdzopodob-
ne (27, 28). Niska wiremia HIV wedlug Back-Brito
i wspotautorow miata wptyw na mniej liczne wystepo-
wanie drozdzakow (27). W przysztosci planujac tego
typu badania, warto byloby zbada¢ dodatkowo wire-
mi¢ HIV w celu zweryfikowania tych wynikow.

Co ciekawe, istniejg tez prace, ktore zaprzeczaty
zwigzkowi pomiedzy wiremig HIV i nosicielstwem
Candida (28).

Niektorzy autorzy wykazali skuteczno$¢ terapii
cART w zmniejszaniu kolonizacji gatunkami non-al-
bicans (31).

Nasze badania wskazuja, ze wiek 0sob zakazonych
HIV nie zwickszal ryzyka kolonizacji, co jest sprzecz-
ne z wynikami innych autorow, w zwiazku z czym
powigkszenie grupy badanej mogloby rozstrzygnac te
niezgodnos¢ (9, 29). Ponadto badana przez niektorych
autorow oporno$¢ drozdzy na leki przeciwgrzybiczne
jest waznym aspektem i powinna by¢ doktadniej prze-
analizowana (8, 18).

WNIOSKI

Zakazenie HIV jest czynnikiem predysponujacym
do zasiedlania jamy ustnej zréznicowang florg grzy-
bicza. Najwigkszy udzial ma Candida spp. Coraz
czesciej spotykane sg Candida non-albicans, majace
naturalnie wigkszg oporno$¢ na zlecane empirycznie
leki przeciwgrzybiczne (8, 22, 32). Moze to stwarzaé
problemy terapeutyczne u pacjentow bedacych w im-
munosupresji i tym samym narazonych na czgstsze
wystepowanie infekcji. Palenie papierosow i protezy
ortodontyczne sa dodatkowymi czynnikami zwigksza-
jacymi czesto$¢ wystepowania Candida spp. w jamie
ustnej. W zwigzku z tym zaprzestanie palenia i dbatos¢
o0 higien¢ jamy ustnej mogg by¢ dziataniami profilak-
tycznymi kandydozy jamy ustnej. Stan immunologicz-
ny nie byt czynnikiem ryzyka zwigkszajacym czgstosé
izolacji Candida spp. z jamy ustnej.

PODZIEKOWANIA
Podzigkowania dla Weroniki Rymer, Bartosza Sze-

teli i Jacka Ggsiorowskiego za pomoc przy przeprowa-
dzeniu badania.

41


http://www.mp.pl/otolaryngologia
http://www.mp.pl/otolaryngologia
https://www.mp.pl/otolaryngologia/gardloikrtan/jama_ustna/107527,grzybicze-zapalenie-jamy-ustnej.html?fbclid=IwAR10HvijBOXev3tv8Dr6qDa_DzjHsOSVmVv2jaVJzjRnAMoWJM7IO9c2rpY
https://www.mp.pl/otolaryngologia/gardloikrtan/jama_ustna/107527,grzybicze-zapalenie-jamy-ustnej.html?fbclid=IwAR10HvijBOXev3tv8Dr6qDa_DzjHsOSVmVv2jaVJzjRnAMoWJM7IO9c2rpY
https://www.mp.pl/otolaryngologia/gardloikrtan/jama_ustna/107527,grzybicze-zapalenie-jamy-ustnej.html?fbclid=IwAR10HvijBOXev3tv8Dr6qDa_DzjHsOSVmVv2jaVJzjRnAMoWJM7IO9c2rpY
https://www.mp.pl/otolaryngologia/gardloikrtan/jama_ustna/107527,grzybicze-zapalenie-jamy-ustnej.html?fbclid=IwAR10HvijBOXev3tv8Dr6qDa_DzjHsOSVmVv2jaVJzjRnAMoWJM7IO9c2rpY
https://www.mp.pl/otolaryngologia/gardloikrtan/jama_ustna/107527,grzybicze-zapalenie-jamy-ustnej.html?fbclid=IwAR10HvijBOXev3tv8Dr6qDa_DzjHsOSVmVv2jaVJzjRnAMoWJM7IO9c2rpY

Szymon Andrusiow, Zuzanna Pawlak i inni

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

42

Yang Y, Lo H, Hung C, et al. BMC Infectious
Diseases - Effect of prolonged HAART on oral
colonization with Candida and candidiasis.
Sharifzadeh A, Khosravi AR, Shokri H, et al. Oral
microflora and their relation to risk factors in HIV+
patients with oropharyngeal candidiasis. J] Mycol
Med 2013;23:105-112.

Erkose G, Erturan Z. Oral Candida colonization of
human immunodeficiency virus infected subjects
in Turkey and its relation with viral load and CD4+
T-lymphocyte count. Mycoses 2007;50:485-490.
Loreto ES, Scheid LA, Nogueira CW, et al. Candida
dubliniensis:  epidemiology and phenotypic
methods for identification. Mycopathologia
2010;169(6):431-43.

Khedri S, Santos ALS, Roudbary M, et al.
Iranian HIV/AIDS patients with oropharyngeal
candidiasis:  identification, prevalence and
antifungal susceptibility of Candida species. Lett
Appl Microbiol 2018;67(4):392-399.

Paula SB, Morey AT, Santos JP, et al. Oral Candida
colonization in HIV-positive patients in Londrina-
PR, Brazil: antifungal susceptibility and virulence
factors. J Infect Dev Ctries 2015;9: 1350-1359.
Krcemery V, Barnes A J, Non-albicans Candida spp.
causing fungaemia: pathogenicity and antifungal
resistance. J Hosp Infect 2002;50(4):243-60.
Friedman DZP, Schwartz IS. Emerging Fungal
Infections: New Patients, New Patterns, and New
Pathogens. J Fungi 2019;5(3):67.

Ngouana TK, Toghueo RMK, Kenfack IF, et
al. Epidemiology and antifungal susceptibility
testing of non-albicans Candida species colonizing
mucosae of HIV-positive patients in Yaoundé
(Cameroon). J] Mycol Med 2019;1156-5233.

Sah P, Patel P, Chandrashekar C, et al. Oral candidal
carriage correlates with CD4+ cell count but not
with HIV and highly active antiretroviral therapy
status. J Invest Clin Dent 2019.

Martinez M, Lopez-Ribot JL, Kirkpatrick WR,
et al. Replacement of Candida albicans with C.
dubliniensis in human immunodeficiency virus-
infected patients with oropharyngeal candidiasis
treated with fluconazole. J Clin Microbiol
2002;40(9):3135-3139.

Coleman D, Sullivan D, Harrington B, et al.
Molecular and phenotypic analysis of Candida
dubliniensis: A recently identified species linked
with oral candidosis in HIV-infected and AIDS
patients. Oral Diseases 1997;3:96-101.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Hazen KC, Wu JG, Masuoka J. Comparison of
the Hydrophobic Properties of Candida albicans
and Candida dubliniensis. Infection and Immunity
2001;69(2):779-786.

Teanpaisan R, Nittayananta W. Prevalence of Candida
species in AIDS patients and HIV-free subjects in
Thailand. J Oral Pathol Med 1998;27:4-7.
Nittayananta W. Oral fungi in HIV: challenges in
antifungal therapies. Oral Dis 2016;22: 107-113.
Back-Brito GN, Mota AJ, Vasconcellos TC, et al.
Frequency of Candida spp. in the oral cavity of
Brazilian HIV-positive patients and correlation with
CD4 cell counts and viral load. Mycopathologia
2009;167:81-87.

Costa CR, Cohen AlJ, Fernandes OF, et al.
Asymptomatic oral carriage of Candida species
in HIV-positive patients in the highly active
antiretroviral therapy era. Rev Inst Med Trop Sao
Paulo 2006;48:257-261.

Goulart LS, Souza WWR, Vieira CA, et al. Oral
colonization by Candida species in HIV-positive
patients: association and antifungal susceptibility
study. Einstein Sao Paulo 2018;16.

Mothibe JV, Patel M. Pathogenic characteristics
of Candida albicans isolated from oral cavities of
denture wearers and cancer patients wearing oral
prostheses. Microb Pathog 2017;110:128-134.
Lam-Ubol A, Rungsiyanont S, Vacharotayangul P,
et al. Oral manifestations, salivary flow rates and
Candida species in Thai HIV-positive patients. J
Clin Exp Dent 2019;11(2).

Kirkpatrick WR, Revankar SG, Mcatee RK, et al.
Detection of Candida dubliniensis in Oropharyngeal
Samples from Human Immunodeficiency Virus-
Infected Patients in North America by Primary
CHROMagar Candida Screening and Susceptibility
Testing of Isolates. Journal of Clinical Microbiology
1998;36(10):3007-3012.

Received: 13.12.2019

Accepted for publication: 10.02.2020
Otrzymano: 13.12.2019r.

Zaakceptowano do publikacji: 10.02.2020 r.

Adres do korespondencji:
Address for correspondence:
Zuzanna Pawlak

ul. Cicha 25a, 55-095 Siedlec
tel. 666-275-395
z.pawlak95@gmail.com



