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Candida spp. en la microbiota intestinal de las personas
con autismo: revision sistematica

Pedro Andreo-Martinez, Nuria Garcia-Martinez, Joaquin Quesada-Medina, Elvira P. Sanchez-Samper,
Agustin E. Martinez-Gonzalez

Introduccion. Existe gran interés en los estudios sobre las implicaciones que la microbiota intestinal ejerce en el compor-
tamiento de personas con trastornos del espectro autista (TEA) a través del eje microbiota-intestino-cerebro. La mayoria
de los estudios sobre microbiota estdn enfocados en la posible implicacién de las bacterias sobre personas con TEA, pero
pocos versan sobre el efecto de los microorganismos del reino Fungi.

Sujetos y métodos. Se realiza una revision sistematica mediante el protocolo PRISMA de la presencia de Candida spp. en
las personas con TEA.

Resultados. Se encontrd un total de tres articulos tras aplicar los criterios de exclusidn e inclusién de la revisidn sistemati-
ca. Dos estudios coincidieron en mostrar diferencias significativas en el aumento de la frecuencia del género Candida spp.
en personas con TEA, mientras que en otro no se hallaron diferencias.

Conclusiones. Pese a que existe una clara falta de investigacion tanto del género Candida ssp. como de todo el reino Fungi
en las personas con TEA, los estudios apuntan a una importante presencia de dicho género en este colectivo. Concreta-
mente, en los resultados encontrados se destaca la mayor prevalencia del género C. albicans en los nifios con TEA. Sin em-
bargo, auin se sabe poco sobre la implicacién de Candida spp. y otros tipos de hongos sobre los sintomas gastrointestina-

les y la sintomatologia del autismo en nifios con TEA.
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Introduccion

El trastorno del espectro autista (TEA) es un tras-
torno del neurodesarrollo que se caracteriza por la
presencia de déficits persistentes en comunicaciéon
social e interaccién social (reciprocidades socioe-
mocional y comunicativas no verbales en la interac-
cién social a lo largo de multiples contextos) y de
patrones repetitivos y restringidos de conductas
[1-3]. Este comportamiento se refleja en forma de
estereotipias, intereses circunscritos, compulsiones
y problemas de conducta graves [4], cuya gravedad
interfiere en el contexto educativo y la adaptacion
de los nifios con TEA [5].

La literatura cientifica intenta averiguar los mo-
tivos por los cuales una persona con autismo puede
presentar niveles altos de ansiedad y agresividad.
Diversos estudios sefialan que los nifios con TEA
presentan mds problemas de alimentacién. Concre-
tamente, presentan una mayor sensibilidad a cier-
tos alimentos [6] y tienen una ingesta significativa-
mente mas baja de calcio y proteinas [7]. Ademads,
varias investigaciones han hallado una mayor preva-
lencia de sintomas gastrointestinales, como diarrea,
estrefiimiento y dolor abdominal, en nifios con TEA
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comparados con otros nifios sanos [8]. Los sintomas
gastrointestinales en los nifios con TEA también se
pueden asociar con aumentos del nivel de cortisol.
Concretamente, las correlaciones significativas en
los niveles de cortisol dependen tanto del cociente
de inteligencia como de las dificultades en la comu-
nicacién que pueda tener el nifio con TEA cuando
quiere comunicar un malestar fisico [9]. En este sen-
tido, se ha encontrado que las conductas repetitivas
pueden ser un indicador de los niveles altos de cor-
tisol [10,11]. Asi, las conductas repetitivas pueden
tener la misién de disminuir los niveles de malestar
o ansiedad de la persona con autismo [12]. Pese a
los recientes estudios, actualmente ain se descono-
ce la etiologia de los problemas nutricionales y gas-
trointestinales de los nifios con TEA [8,9], y todo
parece indicar que es una conjuncién de factores aso-
ciados [13,14].

En la actualidad, el eje microbiota-intestino-ce-
rebro es un modelo explicativo que intenta relacio-
nar la sintomatologia del TEA, los hallazgos en neu-
rociencia y bacteriologia. El eje microbiota-intestino-
cerebral se define como un sistema de comunicacién
bidireccional entre las vias neuronales, inmunes, en-
docrinas y metabdlicas. Estudios recientes han se-
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Figura 1. Diagrama de flujo que muestra el proceso de identificacién de los estudios relevantes para esta

revision sistematica.
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nialado que es necesario seguir investigando la inte-
raccién entre la microbiota intestinal y las células
epiteliales del intestino, porque la microbiota parece
actuar como un regulador epigenético de numero-
sas enfermedades [15]. Asi, la disbiosis de la micro-
biota o desequilibrios en la flora intestinal pueden
inducir a la inflamacién intestinal que estd asociada
con la patogenia de la obesidad, la diabetes mellitus
de tipo 2 y trastornos neurodegenerativos como la
enfermedad de Alzheimer [16-19]. Sin embargo, el
estudio del eje microbiota-intestino-cerebro requie-
re una mayor comprension [16].

La microbiota intestinal estd compuesta por un
92,9% de bacterias, un 0,5% de eucariotas, un 0,8%
de arqueas y un 5,8% de virus [20]. Candida spp. es
un género de hongo comensal de las mucosas hu-
manas (oral, digestiva y genital) perteneciente al
reino Fungi. Candida spp. tiene importancia clini-
ca, dado que se relaciona con la aparicién de infec-
ciones. En la actualidad existen diversas técnicas ana-
liticas para estudiar el efecto de los microorganis-

mos intestinales en las células epiteliales del intesti-
no humano [17].

Existe gran interés en los estudios sobre las im-
plicaciones que la microbiota intestinal ejerce en el
comportamiento de personas con TEA a través del
eje microbiota-intestino-cerebro. La mayoria de los
estudios sobre microbiota estdn enfocados en la
posible implicacién del conjunto bacteriano sobre
personas con TEA. Sin embargo, pocos estudios ver-
san sobre el efecto de los microorganismos del rei-
no Fungi sobre las personas con TEA [21]. En con-
secuencia, este estudio pretende realizar una revi-
sién sistemdtica de los estudios existentes que ana-
lizan la microbiota intestinal en personas con TEA,
centrando la revisién en los microorganismos per-
tenecientes al reino Fungi. De este modo, se espera
encontrar algdin patrén en las poblaciones de estos
microorganismos de los nifos con TEA respecto a
otros nifos que no tienen dicho trastorno.

Sujetos y métodos

La metodologia de btisqueda fue mediante el pro-
tocolo PRISMA; se seleccionaron los estudios que
aportaban datos experimentales sobre microorga-
nismos del reino Fungi en nifios con TEA.

Los términos seleccionados para la realizacién
de las busquedas bibliograficas fueron: gut micro-
biota* AND (‘ASD’ OR ‘Autism Spectrum Disorder’).
La busqueda bibliografica se realizé en varias bases
de datos y motores de busqueda (Scopus, Web of
Science y PsycINFO) para articulos publicados en-
tre el afio 2012 y el 1 de febrero de 2018. Las bus-
quedas realizadas en las tres bases de datos inclufan
todos los términos en cualquier campo. Los resul-
tados arrojados por las bases de datos se cruzaron
con el programa informatico EndNote X7 para de-
tectar posibles duplicados. Los criterios de inclu-
sién fueron: estudios con poblacién humana, nifios
y adultos, articulos publicados en revistas con indi-
ce de impacto, articulos publicados en los ultimos
cinco afos y estudios que relacionaran la microbio-
ta intestinal con nifios autistas. Los criterios de ex-
clusion fueron: revisiones descriptivas y revisiones
sistemdticas, articulos publicados en lengua no in-
glesa, disertaciones en congresos, capitulos de libros
o libros, material editorial y cartas al editor, peque-
fas encuestas y descripcion de casos tnicos.

En la figura 1 se muestra el diagrama de flujo de
cuatro niveles para el protocolo PRISMA utilizado
en esta revision sistematica. En primer lugar, se iden-
tificaron las referencias encontradas a través de la
btisqueda en las bases de datos. En segundo lugar,
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se depuraron las tres bases de datos con la seleccion
de las publicaciones tipo articulo y se eliminaron
los trabajos que se habfan rescatado por duplicado.
En tercer lugar, tras revisar los resimenes de cada
uno de los articulos restantes, se eligieron los que
tenian relacién con la temética de estudio. Los tra-
bajos completos se obtuvieron de diferentes pagi-
nas que ofrecen la posibilidad de descargarlos. Los
trabajos que no se pudieron obtener por esta via se
solicitaron por correo electrénico a los autores. En
el disefio de la revision se siguid el proceso de eli-
minacién de documentos no relevantes segun las
directrices PRISMA [22] y otros autores que pro-
ponen una tabulacién descriptiva de los resultados
de los estudios [23-25] (Fig. 1). Finalmente, se obtuvo
el nimero de estudios incluidos para esta revision.

Resultados

En la tabla se indican los estudios seleccionados y
los resultados de los andlisis de las muestras en ni-
fos con TEA.

Se ha encontrado un total de tres articulos [26-
28] tras aplicar los criterios de inclusién y exclusién
de la revision sistemadtica. Los resultados sefialan una
mayor prevalencia del género Candida spp. en ni-
nos con TEA [26-28].

Strati et al [26] detectan los géneros Aspergillus,
Penicillium y Malassezia, ademés de Candida spp.,
como los mas abundantes y ampliamente distribui-
dos en términos de abundancia relativa. Ademis, la
del género Candida representa més del doble en el
grupo de nifios autistas respecto a los niflos con
trastornos neurotipicos (trastornos del desarrollo
no especificado, discapacidad intelectual, sindrome
de Asperger y trastorno por déficit de atencién/hi-
peractividad). Sin embargo, en este estudio no se
halla una relacién positiva entre los sintomas fisi-
cos, como el estrefiimiento, y la mayor prevalencia
de hongos en los nifios con TEA, aunque se eviden-
cia una asociacién entre gravedad del TEA y abun-
dancia de Candida spp.

Del mismo modo, en el estudio de Iovene et al
[27] se evidencia la presencia (con alto nimero de
unidades formadoras de colonias por miligramo) de
Candida spp. en més de la mitad de las muestras
fecales estudiadas de los nifios con TEA. Ademis,
la identificacién de formas agresivas (pseudohifas)
de Candida spp. en el examen microscépico evi-
dencia la facilidad de dicho género para adherirse a
la mucosa intestinal. Los sintomas gastrointestina-
les presentes en el 70,2% de los nifios con TEA no
presentan correlacién con los valores detectados de
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Figura 2. Arbol filogenético donde destaca el género Candida.
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Bacteroidetes

Candida spp., por lo que los autores afirman que
dichos sintomas no estin causados por la presencia
de Candida. Los trastornos gastrointestinales fun-
cionales tampoco presentan correlacién con las pun-
tuaciones de la Childhood Autism Rating Scale. La
presencia/cantidad de Candida spp. no se correla-
ciona con ningln otro pardmetro investigado. C. al-
bicans es la especie identificada mds frecuentemen-
te en los ninos con TEA, pero también se encuen-
tran, en menor frecuencia, C. glabrata, C. tropicalis,
C. lusitaniae, C. parapsilosis y C. krusei.

En el estudio de Kantarcioglu et al [28] no se
describen hallazgos con diferencias estadisticamen-
te significativas entre los grupos. Sin embargo, este
trabajo describe que, aunque la mayoria de los ni-
flos sanos no alberga hongos en el intestino, dado
que soélo se han aislado en un pequeiio niumero de
muestras de heces de los nifios sanos estudiados
(19,6%), la mayor prevalencia se encuentra en nifios
con sospecha o diagndstico de TEA (81,4%). Can-
dida spp. (97,9%), Trichosporon mucoides (1,5%) y
Saccharomyces cerevisiae (0,6%) se presentan con
mayor frecuencia en el grupo con TEA, y estos dos
ultimos son inexistentes en los nifios sanos. Otras
especies identificadas en ambos grupos de este es-
tudio son C. parapsilosis y C. tropicalis. C. albicans
es la especie aislada més frecuentemente tanto en el
grupo con TEA (43,2%) como en el grupo de nifios
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Tabla. Principales caracteristicas y resultados de los tres estudios incluidos en Ia revisién sistematica.

Personas
Método Hallazgos Limitaciones
Grupo experimental Grupo control
Strati TEA (n = 40), dividido ~ NT (n = 40) Pirosecuenciacion de 16S rRNA Candida 1 en TEA frente a NT No se indica si
1[2 n TEA grave (n = nm ras fecal ravé | I gr n TEA
etal [26] e grave (n = 36) Edad media: € uesf as ecales através dg a La gravedad del fenotipo autista no afecta & grupo con Tt
y TEA moderadamente 92+79af secuenciacion basada en amplicones la estructura de | idad de | tiene discapacidad
grave (n=4) 122 7,9anos de la regién ITST flngica a'a estructura ge 1a comunidad de 1a intelectual
8d i microbiota intestinal entre los nifios con
Edad media: € Sexo masculino TEA (ANOVA permutacional; p > 0,05) No se incluye
o 12 de sexo femenino
1,1+ 6,8 afios . . , . un grupo CS
T estrefiid La abundancia relativa del género Candida
31 de sexo masculino 29es ren{ Of.d fue mas del doble en el grupo con TEA que El ndmero de
9 de sexo femenino no estrenidos en los nifios NT, pero debido a una amplia personas estrefidas
5 estrefid dispersion de los valores (test de Levene; fue bajoy, porlo
29es renlt oi.d p < 0,001), esta diferencia fue sdlo tanto, estos andlisis
no estreniaos parcialmente significativa (t de Welch, podrian tener poco
Peorregido = 0:09; Pog corregido = 0,006) poder estadistico
Conclusién: tanto bacterias como hongos
no son dependientes del estado estrefiido
de los nifios autistas, sino del trastorno
autista en si
lovene TEA grave (n = 47) CS(n=32) Examen y cultivo de muestras fecales Presencia de hongos en la mayoria No se indica si
etal [27 . ) ) - — muestras fecal I gr n TEA; el grupo con TEA
[27] Edad media: Edad media: Examen microscépico con tincién de Gram fje PFSt as ecales del g upo co " grup .
= = - h identificacion de formas agresivas tiene discapacidad
6,0 £ 2,8 afios 7,3 + 3,1afos para verificar la presencia de hongos intelectual

40 de sexo masculino
7 de sexo femenino

24 de sexo masculino
9 de sexo femenino

Cultivo de hongos con SDA + cloranfenicol
+ gentamicina (temperatura: 29 + 2 °C,
2-5 dias) e identificacion de las colonias
de hongos con el sistema de identificacion
microbiano VITEK2

(pseudohifas) de Candida spp.

Presencia de Candida spp. 1 en TEA
(57,5%; n = 27) frente a CS (0%; n = 0)
(0 =8,67x107)

Grupo con TEA:

n=4:>103 UFC/mg

n =23:20-110 UFC/mg

Media + DE (cuantitativo):

TEA: 4,34 x 10 £ 2,92 x 10°
CS:0+0

TGIF en 33 (70,2%) nifios con TEA

Kantarcioglu
etal[28]

Sospecha o
diagndstico de TEA
(n = 415)

Rango de edad:
9 meses-18 afios

Andlisis retrospectivo
durante 17 afios
sobre el aislamiento
de C. albicans por
afio (n =1.555).

CS (n = 403)

Rango de edad:
2-18 afios

234 de sexo masculino
169 de sexo femenino

Examen y cultivo de muestras fecales
Examen microscépico con tincién de Giemsa

Cultivo de hongos con SDA + gentamicina'y
agar sangre de cordero cocido (temperatura:
37y 30 °C, respectivamente, tres dias) e
identificacién de las colonias con medio
CHROMagar Candida y SDA (dos veces
durante 48 horas a 35 °C)

Identificacion de cepas mediante tests
morfoldgicos y bioguimicos: formacién

de tubos germinales en el suero humano;
formacién de blastoconidias, pseudohifas,
hifas verdaderas y clamidosporas en agar
harina de maiz-Tween 80; produccién

de ureasa; y pruebas de asimilacion de
carbohidratos con la galeria APl 20 C AUX

Cepas de hongos aislados 1 en
TEA (81,4%) frente a CS (19,6%)

Presencia de Candida spp. (97,9%),
Trichosporon mucoides (1,5%) y
Saccharomyces cerevisiae (0,6%) 1
en TEA frente a CS (p < 0,5)

C. albicans fue la especie aislada
mas frecuentemente (43,2%);

C. krusei (20%) y C. glabrata (15%)
no se detectaron en el grupo CS

Alo largo de 17 afios, C. albicans fue
la especie aislada mas cominmente
cada afo (57,4%)

No se indica si el
grupo con TEA
tiene discapacidad
intelectual

No se indica
si existen TGIF

No se indica el tipo
de tratamiento
estadistico

CS: control sano; DE: desviacion estandar; NT: neurotipico (otros trastornos del neurodesarrollo); SDA: agar dextrosa Sabouraud; TEA: trastorno del espectro autista; TGIF: trastornos gastroin-
testinales funcionales; UFC: unidades formadoras de colonias.
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sanos (58,2%). Las especies C. krusei (20%) y C. gla-
brata (15%) no se detectan en los nifios sanos. Ade-
mas, en el andlisis retrospectivo durante 17 afos se
aisla C. albicans en el 57,4% de nifios con TEA cada
afio a partir de muestras de heces de 1.555 pacien-
tes en un amplio rango de edad (9 meses-18 afios).

La figura 2 muestra un arbol filogenético donde
se destaca el aumento de Candida spp. encontrado
en esta revision sistemdtica.

Discusion

En el presente estudio se ha encontrado que Candi-
da ssp. estd presente en las personas con TEA [26-
28]. Concretamente, destaca la mayor prevalencia
del género C. albicans. Sin embargo, algunos auto-
res sugieren que esta diferencia puede que sea par-
cialmente significativa, debido a que hay una amplia
dispersién de los valores de Candida spp. [26].

En relacién con los aspectos nutricionales, el pre-
sente estudio sistematico no aporta andlisis de rela-
ciones entre las variables dietéticas y la prevalencia
de hongos. Segin Kantarcioglu et al [28], el papel de
C. albicans en el intestino puede causar una menor
absorcién de carbohidratos y minerales, y niveles
mads altos de toxinas que se cree que contribuyen a
los comportamientos autistas [29]. Sin embargo, ain
se sabe poco sobre la implicaciéon de Candida spp.,
y en concreto de C. albicans y otros tipos de hongos
(T. mucoides y S. cerevisiae), en los nifios con TEA
[28]. En cuanto al estudio de los trastornos gastro-
intestinales funcionales en el autismo, la totalidad
de los estudios encontrados no halla relaciones po-
sitivas entre los sintomas gastrointestinales y la pre-
sencia de Candida spp. [26-28]. Del mismo modo,
existen dudas sobre la relacién positiva entre Can-
dida spp. y la sintomatologia del TEA, debido que
unos autores seiialan dicha asociacién [26], y otros,
no [27,28].

Entre las limitaciones observadas en cuanto a
procedimiento y metodologia, cabe sefialar que tan-
to el estudio de Iovene et al [27] como el de Kantar-
cioglu et al [28] emplean técnicas de cultivo que
pueden considerarse poco profundas y sensibles, y
ello puede condicionar el hecho de no encontrar re-
laciones entre variables. En este sentido, Strati et al
[26] emplean un método de pirosecuenciacion diri-
gida del gen 16S rRNA, caracterizado por ser mds
profundo y sensible. Por otra parte, ninguno de los
estudios aporta el nivel de discapacidad intelectual
y la gravedad del TEA. Asimismo, algunos de los
estudios no incluyen el grupo control sano y el tra-
tamiento estadistico adecuado. En resumen, son ne-
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cesarios mas estudios en este ambito. Las futuras
investigaciones deberian homogeneizar tanto los ana-
lisis de laboratorio como los estadisticos para poder
desarrollar estudios metaanaliticos sobre las bacte-
rias y los hongos implicados en el TEA.
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Candida spp. in the gut microbiota of people with autism: a systematic review

Introduction. There is great interest in studies on the implications that gut microbiota exerts on the behavior of people
with autism spectrum disorders (ASD), through the microbiota-gut-brain axis. Most studies on microbiota are focused on
the possible involvement of bacteria on people with ASD, but few of them are focussed on the effect of microorganisms in the
Fungi kingdom.

Subjects and methods. The present study performs a systematic review of the presence of Candida spp. in people with ASD
using the PRISMA method.

Results. A total of three articles were found after applying the exclusion and inclusion criteria of the systematic review.
Two studies coincided in reporting significant differences in the increase in the frequency of the Candida spp. genus in people
with ASD. while the third study did not report significant differences of Candida spp. genus between people with ASD.
Conclusions. Although there is a clear lack of investigation of both the Candida ssp. genus and the whole Fungi kingdom in
people with ASD, the studies point to an important presence of this genre in this group. Specifically, in the results
found in this review, the highest prevalence of the C. albicans in children with ASD stands out. However, little is still known
about the involvement of Candida spp., and other types of fungi, on gastrointestinal symptoms and ASD symptoms, in
children with ASD.

Key words. Autism. Candida spp. Gut microbiota. Microbiota-gut-brain axis. Systematic review.
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