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RESUMEN

Se evaluaron los factores de riesgo asociados a la resistencia in vitro de
Candida glabrata a fluconazol en pacientes con candidiasis vulvovaginal
recurrente. Se tomaron 140 muestras de secrecion vaginal de pacientes
procedentes del area de ginecologia del Hospital Universitario "Antonio
Patricio de Alcal@” y el Hospital de Veteranos “Dr. Julio Rodriguez”, durante
los meses de octubre y noviembre de 2011. Las muestras fueron sembradas
en agar Sabouraud dextrosa con antibiético y las cepas obtenidas fueron
identificadas utilizando métodos convencionales como produccién de tubo
germinal en suero, produccion de clamidoconidias en Corn Meal agar (CMA),
zimograma, crecimiento a 45°C y antifungigrama. Los resultados de la
identificacion demostraron que 55,4% de los aislados pertenecieron a C.
albicans, 30,4%  C. glabrata, 8,9% C. tropicalis y el 5,3% C. guilliermondii.
En la prueba de susceptibilidad antifungica, las cepas no albicans
demostraron resistencia a fluconazol e itraconazol y 100% de sensibilidad a
voriconazol. C. glabrata fue la especie mayormente aislada en los casos de
candidiasis vulvovaginal recurrente. Los sintomas clinicos mas resaltantes
en este grupo de pacientes fueron: flujo cremoso, prurito y ardor; y entre los
factores de riesgo asociados se encontraron la edad, el uso frecuente de
antimicrobianos y el uso de dispositivos intrauterinos. Es importante la
identificacion de la especie, asi como, la aplicacion de pruebas de
susceptibilidad antifungica, para indicar la terapéutica adecuada y evitar
episodios de recurrencia de candidiasis vulvovaginal.



INTRODUCCION

Las especies del género Candida son hongos levaduriformes dimorficos, es
decir, que pueden encontrarse en dos estados diferentes. Las esporas
(blastosporas) constituyen el fenotipo para la extension, diseminacion y
transmision de la especie, representan la forma resistente del hongo y estan
asociadas con las colonizaciones asintomaticas. Por otro lado, los micelios
son las formas germinativas, este fenotipo tiene capacidad invasora tisular y

ocasiona la sintomatologia propia de la infeccién (Ferrer, 2000).

Existen mas de 100 especies de Candida que son patogénicas para los
seres humanos, la mayoria de ellas vive como comensal en el tracto
gastrointestinal, aparato reproductor y/o en la piel, esperando el momento
propicio para que aumente su poblacion y entonces generar molestias. Es
decir, son patdgenos oportunistas que se hacen evidentes cuando el

equilibrio se rompe o altera por algun factor (Gatica et al., 2002).

Las infecciones producidas por especies del género Candida ocurren como
resultado de alteraciones de la defensa del hospedero, por factores
iatrogénicos, luego de la administracion de antibidticos de amplio espectro,
tratamiento con esteroides, drogas citotdxicas, y enfermedades de base. La
candidiasis vulvovaginal (CVV), principalmente ocasionada por la especie
Candida albicans, ocurre mas a menudo en mujeres embarazadas,
diabéticas y las que reciben tratamiento antibacteriano y hormonal (Llovera y
Perurena, 2004).

Se estima que un 75,0% de las mujeres experimentan al menos un episodio
de CVV a lo largo de su vida y de éstas, el 20,0% experimenta un episodio
posterior; en otros casos la enfermedad se vuelve cronica, desarrollando
candidiasis vulvovaginal recurrente (CVVR), la cual se produce cuando la

paciente presenta cuatro o mas episodios al afilo y ocurre en al menos 5,0%



de las mujeres que han experimentado un episodio de candidiasis

vulvovaginal primaria esporadica (CVVPE) (Panizo y Reviakina, 2001).

Los factores usualmente identificados como asociados a la infeccion de la
vagina por hongos son el uso de antibioticos de amplio espectro, embarazo,
uso de anticonceptivos orales o incluso en algunos trabajos se menciona al
uso de dispositivos intrauterinos, como factor asociado. También la diabetes
y las infecciones por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) deben de
ser consideradas dentro de este grupo. La razdon de esta asociacion esta
bien determinada en el caso de la diabetes, ya que es bien conocido que la
glucosa en las secreciones vaginales se encuentra incrementada y esta
condicion predispone el crecimiento y la adhesidén de la Candida,

sobreviniendo la infeccién (Padilla y Lobos, 2007).

Se considera que los estrogenos aumentan la adherencia de Candida sp. en
el epitelio vaginal y asi, su virulencia; la infeccidn intraamniética por Candida
Sp. es causa de aborto, parto prematuro, ruptura prematura de membranas e
infeccion, tanto materna como neonatal, desarrollando aftas bucales,
infecciones perinatales y genitales, gastroenteritis con diarrea severa y

dermatitis del pafial en el neonato (Joklik et al., 1986; Braun et al., 2003).

Los sintomas tipicos de la CVV consisten en prurito vulvar acompafnado de
secrecion vaginal, blanquecina cremosa; sin embargo, la secrecidn puede
variar entre acuosa y densa, puede haber dolor vaginal, dispareunia, ardor
vulvar e irritacion. Puede ocurrir disuria externa, cuando la miccion produce
exposicion del epitelio vulvar y vestibular inflamado a la orina. El examen
revela eritema y edema de los labios y la piel vulvar. Pueden encontrarse
lesiones pustulopapulosas periféricas definidas y quizas, la vagina se
encuentre eritematosa y con una secrecién blanquecina adherente. ElI pH
vaginal suele ser normal; en los casos de CVVR, es importante valorar la
presencia de Candida durante episodios sintomaticos repetidos, para
establecer si la recurrencia de los signos de enfermedad se relaciona con la

reaparicion del hongo (Paul y Fidel, 2005).



El aislamiento de Candida a partir de exudado vaginal en mujeres
asintomaticas es un hallazgo frecuente, se estima que entre un 20,0% y
25,0% de mujeres premenopausicas asintomaticas presentan un cultivo
positivo para Candida en vagina. A nivel clinico, se ha considerado que no
es de utilidad realizar cultivo de secrecién vaginal en mujeres asintomaticas,
que solo estaria indicado cuando el cuadro clinico es sugestivo y no se
logran observar las formas de la levadura al examen microscopico; sin
embargo, algunos autores consideran que una colonizacion vaginal por
Candida es de extrema importancia y que la infeccion clinica es sdlo la parte
visible del iceberg, teniendo en cuenta el valor de conocer el mecanismo
patogenésico por lo que, una colonizacién asintomatica puede transformarse

en una infeccién clinica (Diaz y Estrada, 2003).

La identificacion de la especie de Candida permite indicar un tratamiento
especifico para la erradicaciéon del hongo, lo cual podria evitar que esta
levadura, en un momento determinado, pudiera causar una vaginitis
recurrente en la paciente. Un incremento en la identificacion de especies
diferentes a C. albicans se ha reportado, principalmente, en la CVVR, ésto
debido a tratamientos antifungicos inadecuados, generalmente
automedicados, lo que puede llevar a variaciones antigénicas y mutaciones
de las especies de Candida. En nuestro medio, generalmente, la
vulvovaginitis es diagnosticada por las manifestaciones clinicas de la
paciente, muy pocas veces se realiza el estudio microscopico de secrecion
vaginal, pero sin solicitar cultivo que permita aislar e identificar el agente

etiolégico (Barrentxea, 2002).

En un estudio realizado en Buenos Aires, Argentina, en pacientes con
edades comprendidas entre 17 y 52 afios, sexualmente activas, las especies
de Candida mayormente aisladas fueron C. albicans 76,8%, C. glabrata
15,9%, C. parasilopsis 2,9% y otras en menor porcentaje (Belmonte et al.,
2002); otro estudio realizado en el mismo pais, sobre vaginitis en mujeres
sexualmente activas, reporté a C. albicans en un 52,9% y C. glabrata en un

27,2% (Buscemi et al., 2004), a diferencia de un trabajo realizado en Nigeria,



en el cual el porcentaje para C. glabrata fue de 33,7%, seguido de C.
albicans en un 20,1% (Okungbowa et al., 2003).

La Sociedad Americana de Microbiologia de los Estados Unidos, determiné
que las infecciones por C. glabrata afectan tanto a personas
inmunocompetentes como inmunocomprometidas y que la frecuencia de las
infecciones por esta especie se incrementa, principalmente, en pacientes
diabéticos 61,3% y en personas de edad avanzada 51,2%, teniendo una
tasa de mortalidad de un 51,0% (Goswami et al., 2006).

C. glabrata crece con facilidad a 37°C en el medio de agar glucosado de
Sabouraud, con o sin antibiéticos, la especie origina en 24-48 horas unas
colonias lisas, no adherentes, de color blanco o cremoso, mas o menos
brillantes e indiferenciables de la mayoria de otras especies de levaduras del
mismo género. En medios cromogénicos, como el CHROMagar®, las
colonias aparecen de color lila a purpura. La ausencia de clamidoconidias,
cuando se siembra la cepa en medios pobres en nutrientes como el agar-
crema de arroz, agar bilis y el agar harina de maiz, junto con la morfologia y
el tamafo reducido de las blastoconidios (3-4 um), orientan hacia esta
especie; pero solamente las pruebas bioquimicas del auxonograma vy
zimograma confirman la identificacion (Saballs et al., 2000). Una prueba
comercial para la rapida identificacion de C. glabrata es el test GLABRATA
RTT, método que garantiza la obtencion de resultados en 20 minutos, este
test cromogénico se fundamenta en la capacidad que posee la especie de
hidrolizar el carbohidrato trehalosa, pero no la maltosa, caracteristica
bioquimica que diferencia C. glabrata de otras especies del mismo género
(Peman et al., 2004).

Existen técnicas mas precisas, como las pruebas moleculares, para la
identificacién de las diversas especies del género. La reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), es una técnica con una alta sensibilidad

(Vandesompele et al., 2002), pero presenta algunos inconvenientes, como



son: el alto costo, que no es una técnica cuantitativa y posee una alta
probabilidad de producir falsos positivos por contaminacion. Para solventar
el problema de la cuantificacion se han generado unas variaciones sobre el
esquema inicial de la PCR, dando lugar a lo que se conoce como PCR

cuantitativa o PCR en tiempo real (Poitras y Houde, 2002).

La evolucion del tratamiento antimicotico ha pasado desde el empleo de
metales pesados, como el yoduro potasico, metaloides y derivados
azufrados, hasta los primeros antibiéticos antifungicos, como la griseofulvina,
nistatina, anfotericina B. Las alternativas terapéuticas disponibles son dos:
polienos y los azoles. Entre los polienos se dispone de la nistatina,
alternativa bastante antigua, pero que aun se puede recurrir a ella como
alternativa de tratamiento. El inconveniente de la nistatina es que la duracién
del tratamiento no debiera ser menor a los 14 dias. Si el tratamiento es
fielmente cumplido, la tasa de cura terapéutica alcanza el 80,0% de éxito.
Otro polieno existente es la anfotericina B, pero su uso suele ser restringido
a casos muy severos y/o criticos. Los antifungicos azélicos, no fueron
introducidos en la practica terapéutica sino hasta 1969, siendo los primeros

en utilizarse el clotrimazol, miconazol y econazol. (Arechavala et al., 2007).

La alternativa de primera linea para uso de los azoles son los imidazoles:
butoconazol, clotrimazol, miconazol, voriconazol, fluconazol e itraconazol. El
mecanismo de accion es el de inhibicion de la sintesis del ergosterol, al
inhibir la conversion de lanosterol a ergosterol, produciendo cambios en la
membrana celular del hongo. Este cambio estructural altera la permeabilidad
celular y finalmente resulta en disrupcion osmoética o inhibicion del
crecimiento de la célula fungica. Adicionalmente, puede inhibir la sintesis de
triglicéridos y fosfolipidos del hongo, asi como la actividad de enzimas
oxidativas y peroxidativas, lo que favorece la acumulacién intracelular toxica
de peroxido de hidrégeno, que dafa las organelas celulares y promueve la

lisis fungica (Arechavala et al., 2007).



La resistencia a los antifungicos puede dividirse en dos categorias: in vitro
(primaria o secundaria) y clinica. La resistencia in vitro primaria, también
llamada intrinseca o innata, es la que presenta el microorganismo de forma
natural, por ejemplo C. krusei frente a fluconazol. La resistencia in vitro
secundaria es la que aparece cuando un microorganismo inicialmente
sensible se hace resistente. Esta ultima forma de resistencia aparece con
frecuencia en los pacientes inmunodeprimidos (infectados por el VIH), con
candidiasis orofaringea y en tratamiento prolongado con fluconazol. . La
resistencia clinica es aquella que aparece cuando el fracaso del tratamiento
antifingico no se asocia con una disminucion de la sensibilidad in vitro, la
misma puede deberse a varios factores, tanto relacionados con el paciente
(estado inmunitario, presencia de catéteres intravasculares o protesis
infectadas) como con el antifungico (farmacocinética, interacciones
farmacoldgicas, entre otros. Asimismo, deben tomarse en cuenta los factores
relacionados con la propia virulencia del microorganismo que ocasiona la
infeccién (Viudes et al., 2001).

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar los factores de
riesgo clinicos y epidemiolégicos asociados a la resistencia in vitro de
Candida glabrata al compuesto fluconazol, en pacientes con candidiasis
vulvovaginal recurrente, en muestras procedentes del Hospital Universitario

“Antonio Patricio de Alcala” y el Hospital de Veteranos “Dr. Julio Rodriguez”.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

La poblacidn estudiada estuvo representada por pacientes con edades
comprendidas entre 16 y 50 afos, con diagndstico de candidiasis
vulvovaginal que acudieron a las consultas de ginecologia de los Hospitales
“Antonio Patricio de Alcald” y “Julio Rodriguez” de Cumana, estado Sucre.

El muestreo se realiz entre los meses octubre y noviembre de 2011.

Toma de muestra

Se recolectaron 140 muestras de secreciones vaginales, 15 provenientes de
pacientes con candidiasis vulvovaginal recurrente (CVVR), diagnosticadas
con cultivos vaginales y 41 secreciones vaginales provenientes de pacientes
con candidiasis vulvovaginal primaria esporadica (CVVPE), a las cuales se
les realizé el examen directo y de cultivo, 84 pacientes resultaron negativos

al cultivo para levaduras.

Criterios de exclusioén

A cada paciente se le aplicé una encuesta, para obtener informacion de los
datos clinicos y epidemiolégicos (Apéndice 1). Se excluyeron del estudio a
las pacientes con tratamiento antimicético, aplicado en los 7 dias anteriores
a la toma de muestra, las que hicieron uso de duchas vaginales,
previamente a la consulta, y las que tuvieron relaciones sexuales 48 horas

antes de la toma.

Normas de bioética

La presente investigacion se llevé a cabo tomando en cuenta las normas de
bioética establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para
trabajos de investigacion en humanos y la declaracion de Helsinki (OPS,

2000). A los individuos seleccionados se les informo sobre los alcances y



objetivos de la investigacion, asi como de las ventajas de su inclusién en la
misma; ésto se hizo con el proposito de obtener su consentimiento, por

escrito, para la toma de muestra de secrecion vaginal (Apéndice 2).

Toma de muestra

Se cumplieron las normas de asepsia y se siguieron las recomendaciones
para el tipo de muestra, las mismas fueron tomadas por un médico

especialista (ginecdlogo).

Procedimiento: a cada paciente se le colocd un espéculo vaginal, luego se
procedié a tomar muestras del fondo de saco con dos (2) hisopos estériles;
éstos fueron colocados posteriormente en dos tubos que contenian 2 ml de
solucion salina fisioldgica estéril (SSFE), uno para examen directo y otro
para el cultivo. Previamente, en una lamina portaobjeto, se prepard un
extendido de la secrecion, al cual se le realizo la coloracién de Gram (Murray
et al., 2003).

Examen directo

Una vez tomada la muestra, con el hisopo se procedid a realizar un
examen en fresco entre lamina y laminilla con SSFE vy lugol (Figura 1), se
empled lugol para pigmentar la pared de los hongos y mejorar la
visualizacion; igualmente se realizd un extendido, al cual se le aplico la
tincion de Gram (Figura 2), con el fin de visualizar: blastoconidias (cantidad,
morfologia y tamafo), numero de gemaciones, pseudohifas y/o hifas y tipo
de células presentes (células epiteliales, leucocitos, macrofagos, entre otras)
(Koneman et al., 1999).



Figura 1. Examen directo con solucion salina fisioloégica estéril (40X): a)
leucocitos; b) pseudohifa; c) blastoconidias.

Figura 2. Examen directo con tincion de Gram (100X): a) levaduras, tefidas
como estructuras Gram positivas; b) pseudohifas.

Cultivo

Con el segundo hisopo se procedié a cultivar la muestra en placas de agar
Sabouraud dextrosa (SDA) adicionado con cloranfenicol al 1,0%. Las placas
se incubaron a 35°C durante 48 horas, para el aislamiento de hongos

levaduriformes (Koneman et al., 1999).



Identificacién de levaduras del género Candida

La identificacion de levaduras se llevd a cabo tomando en cuenta las
caracteristicas morfolégicas de las colonias, que se obtuvieron en los
cultivos, realizandole una serie de pruebas fisiolégicas y bioquimicas
necesarias para identificar el género y la especie de las levaduras aisladas

en la muestra.

Caracteristicas macroscopicas

Se observo el aspecto de las colonias en ASD, (circulares, lisas, blancas,
cremosas, de bordes precisos y centro ligeramente prominente)

caracteristico de levaduras del género Candida (Figura 3).

Figura 3. Colonias de Candida glabrata en agar Sabouraud dextrosa.

Caracteristicas microscopicas

Se tomd en cuenta la disposicion de las blastoconidias y formaciéon de
pseudomicelio, caracteristicos para cada especie de Candida en medio
sélido, utilizando el método de Dalmau, que consistié en sembrar por estrias,

una porcion de la colonia aislada, en placas con el medio Corn Meal agar



(CMA) y se le colocod encima una laminilla; posteriormente, se incubaron a
28°C por 72 horas (Figura 4) y luego, se observé en el microscopio (40X) la
morfologia caracteristica de las levaduras del género Candida (Kurtzman y
Fell, 1998).

03/26/2012

Figura 4. Técnica de Dalmau en placa con Corn Meal agar: a) Candida
glabrata; b) Candida albicans; c¢) Candida tropicalis.

Pruebas fisiolégicas y bioquimicas

Produccion de tubo germinal o filamentizacién en suero: se colocé una
pequefia porcion de una colonia obtenida de un cultivo de 24 horas en 0,5 mi
de suero y se incub6é a 37°C por 2 horas. Transcurrido este tiempo, se
coloco una gota de la suspension entre lamina y laminilla y se observo al
microscopio de luz con 40X. Esta prueba es positiva para C. albicans, quien
produce un tubo fino y continuo, sin constriccion en el lugar de origen,
resultando negativa para la especie Candida glabrata (Cuétara et al., 2006).

Produccioén de clamidoconidias: utilizando placas de CMA, se inocularon las
cepas en estudio, sembrando una pequefa porcidon de la levadura sobre la

superficie del agar, se incubaron a 28°C por 48 horas, transcurrido este



tiempo, se observod al microscopio (40X), para buscar la estructura de

resistencia caracteristica de C. albicans y C. dubliniensis (Pardi et al., 2003).

Prueba de termotolerancia: las colonias de levaduras se sembraron en ASD
y se incubaron a 45°C durante 72 horas. C. glabrata crece a temperaturas
mayores de 37°C (Pinjon et al., 1998)

Fermentacion de azucares (zimograma): se fundamenta en la propiedad que
tienen las levaduras de utilizar los azucares en anaerobiosis, lo cual se
evidencia por la produccion de gas. Para esta prueba se utilizaron los
siguientes azucares: glucosa, maltosa, sacarosa, galactosa, trehalosa y
lactosa, en concentracion al 2,0% y rafinosa al 4,0%, los cuales se
prepararon en medio basal extracto de levadura al 1,0%. La formacion de
diéxido de carbono (CO2) se detectd incorporando al medio liquido un tubo
de Durham invertido. Para inocular las cepas se prepard una suspension de
la levadura aislada (con una turbidez igual al patrén N° 4 de la escala
McFarland), luego, se afiadieron 3 gotas de esta suspension a los tubos que
contenian los azucares antes mencionados, se agitaron suavemente e
incubaron a 28°C por 21 dias (Lasker et al., 2001). Se considero positiva la
prueba de fermentacion, al observarse formacion de gas (CO2) dentro del
tubo de Durham invertido. Los resultados se interpretaron segun la tabla de

identificacion de levaduras (Anexo 1).

Determinacion de la susceptibilidad a los antifungicos (azoles)

Método de difusion en agar con discos de antifungicos (antifungigrama): este
método se realizé siguiendo los lineamientos establecidos por el Comité
Internacional de Estandares de Laboratorio Clinico (CLSI), en el documento
M44-A (2008), para la determinacién de susceptibilidad de hongos

levaduriformes a los antifungicos.



Técnica

A partir de un cultivo de 24 h a 37°C en ASD, se prepard un indculo de
turbidez 0,5 McFarland (siguiendo las indicaciones establecidas en
documento M 44-A del CLSI, para un estricto control de calidad) en solucion
de cloruro de sodio (NaCl) 0,9%. Para el método de difusion se utilizaron
placas de Petri de 10 cm de diametro, con 25 ml de agar Mueller-Hinton
modificado (MHm), al cual se le adicion6 2,0% de glucosa y azul de metileno

hasta una concentracién final de 0,5 mg/ml.

Con un hisopo cargado con el inoculo correspondiente, se sembrd la
superficie de una placa de Petri con MHm en tres direcciones y se dejo secar
durante 15 minutos en incubadora, a 37°C. Se coloco un disco de fluconazol
(25,0 pg), un disco de voriconazol (1,0 ug) y un disco de itraconazol por
placa y luego, se incubaron por 24 horas a 37°C, la prueba se realizé por
duplicado. Pasado el tiempo de incubacion, se midid, con una regla
milimetrada, el didmetro de la zona de inhibicion del crecimiento y se
catalogé como sensible o resistente, empleando los puntos de corte para

levaduras, recomendados por el CLSI (2008).

Cepas de referencia

Para el control de calidad de las pruebas de sensibilidad, se utilizaron las
cepas de referencia de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, por
sus siglas en inglés), recomendadas por el CLSI: C. parapsilosis ATCC
22019 y C. krusei ATCC 6258 donadas por el Instituto Nacional de Higiene
“‘Rafael Rangel”, Caracas, Venezuela (Anexo 2).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron representados en tablas y figuras. Para
establecer la asociacion entre la CVVR por C. glabrata y la resistencia in
vitro a fluconazol, asi como la determinacién de los factores de riesgo

asociados, se aplicaron las pruebas estadisticas de Chi-cuadrado con



correccion de Yates, y de desigualdad relativa (del inglés: Odds ratio (OR)),
respectivamente, con un 95% de confiabilidad (Jiménez, 2000). El analisis
de los datos se llevo a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS, version
15,0 para Windows (SPSS Inc., Chicago IL, USA).



RESULTADOS

De las 140 muestras de secrecidn vaginal provenientes de pacientes con
diagnostico clinico sugestivo de candidiasis, procesadas en este estudio, se
obtuvieron 56 (40,0%) cultivos positivos para levaduras del género Candida,
y 84 (60,0%) cultivos negativos. De los aislamientos de Candida se encontro
que el 55,4% estaba representado por C. albicans y el 44,6% por Candida

no albicans (Figura 5).

® Candida albicans

Candida no albicans

Figura 5. Frecuencia de Candida albicans y no albicans en cultivos positivos
de secrecion vaginal provenientes del Hospital de Veteranos  “Julio
Rodriguez” y el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” de
Cumana estado Sucre. Octubre-noviembre de 2011.

Del total de cultivos positivos, 41 provenian de mujeres con CVVPE y 15 de
pacientes con CVVR (Tabla 1).



En las pacientes con CVVPE, se encontré6 que el mayor porcentaje de
aislamientos, de especies de Candida, estuvo representado por C. albicans
70,7%, seguido de C. glabrata 14,7%; sin embargo, en las pacientes con
CVVR se aisld, con mayor frecuencia, C. glabrata en un 73,4%, seguido de

C. albicans y C. guilliermondii en un 13,3%, respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de especies del género Candida aisladas en pacientes
con candidiasis vulvovaginal recurrente y candidiasis vulvovaginal primaria
esporadica, provenientes del Hospital de Veteranos “Julio Rodriguez” y el
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”. Octubre - noviembre de
2011.

Especie CVVR CVVPE Total
n % n % n %
Candida albicans 2 13,3 29 70,7 31 554
Candida glabrata 11 73,4 6 14,7 17 30,4
Candida tropicalis 0 0,0 5 12,2 5 8,9
Candida guilliermondii 2 133 1 2,4 3 53
Total 15 100,0 41 100,0 56 100,0

n: nimero de cepas; CVVR: candidiasis vulvovaginal recurrente; CVVPE: candidiasis
vulvovaginal primaria esporadica; %: porcentaje.

Las colonias de C. glabrata se presentan como colonias de crecimiento
rapido, cremosas, de color blanco o ligeramente crema, lisas, convexas, de
aspecto mate u opaco. Microscopicamente, la morfologia propia de esta
especie se caracteriza por la presencia de blastoconidias pequefos,
ovalados con gemacion unipolar o bipolar, de paredes lisas y finas y por no

producir pseudohifas o pseudomicelio.

Igualmente, C. glabrata fermenta la glucosa, pero no asi otros carbohidratos
como maltosa, galactosa, entre otros, es capaz de desarrollarse a elevadas
temperaturas, lo que la convierte en una cepa termotolerante. Esta especie
carece de la formacion de estructuras de resistencia como las
clamidoconidias y estructuras de extensiéon como el tubo germinativo, éste
fue el comportamiento que demostraron las 17 cepas de C. glabrata en la
presente investigacion, a diferencia de las otras especies, las cuales variaron
en cuanto al crecimiento a 45°C, formacion de clamidoconidias, y utilizacion

de carbohidratos en la prueba de zimograma (Tabla 2).



Tabla 2. Perfil fenotipico expresado en las 25 cepas no albicans obtenidas
de pacientes provenientes de los servicios de ginecologia del Hospital de
Veteranos “Julio Rodriguez” y el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald@”. Octubre - noviembre de 2011.

. Crec. Zimograma
mspedie N T6FC 4sc G L M R Gas
Candida glabrata 17 - - + + - - - - -
Candida tropicalis 5 - - + + - o+ -+ 4+
Candida guilliermondii 3 - - - + - - -+ o+

n: numero de cepas; TG: tubo germinativo; FC: formacién de clamidoconidias; G: glucosa; L:
lactosa; M: maltosa; R: rafinosa; Ga: galactosa; S: sacarosa

La resistencia de las levaduras a los agentes antifungicos fue por muchos
afos un problema de poca importancia, pero recientemente se ha reportado
un incremento en la resistencia a estas drogas, especialmente entre las
especies de Candida no albicans, las cuales, a su vez, aparecen con mayor
frecuencia en pacientes con CVVR. En la presente investigacion, se
encontré un aumento de la resistencia en las especies no albicans a los
azoles, principalmente en las 17 cepas de C. glabrata, las cuales fueron

100% resistentes a fluconazol (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de la susceptibilidad a fluconazol de 25 aislamientos de
Candida no albicans, de pacientes con candidiasis vulvovaginal recurrente y
candidiasis vulvovaginal primaria esporadica provenientes del Hospital de
Veteranos “Julio Rodriguez” y el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”. Octubre - noviembre de 2011.

Especie CVVR CVVEP

S SDD R S SDD R n p
Candida glabrata 0 0 11 0O 0 6 17 0,101NS
Candida tropicalis 0 0 O 1 3 1 9) 0,092NS
Candida guilliermondii 0 0 2 0 O 1 3 0,071NS

n: numero de cepas; CVVR: Candidiasis vulvovaginal recurrente; CVVPE: Candidiasis
vulvovaginal primaria esporadica; R: Resistente; SDD: Sensible dosis dependiente; S:
Sensible; p: probabilidad; NS: no significativo con correccién de yates; X2 (p>0,05).

La tabla 4 muestra los porcentajes de susceptibilidad de las cepas de

Candida no albicans, de pacientes con CVVR y CVVEP, a lItraconazol,



encontrandose, igualmente, que el 100% de las cepas de C. glabrata

presentaron resistencia a este antifungico.

Tabla 4. Resultados de la susceptibilidad a itraconazol de 25 aislamientos de
Candida no albicans, de pacientes con candidiasis vulvovaginal recurrente y
candidiasis vulvovaginal primaria esporadica provenientes del Hospital de
Veteranos “Julio Rodriguez” y el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”. Octubre - noviembre de 2011.

Especie CVVR CVVEP

S SbD R S sSDD R n p
Candida glabrata 0 o 1M1 0O 0 6 17 0,087 NS
Candida tropicalis 0 0O O 0 5 0 5 0,067 NS
Candida guilliermondii 0 0 2 0O 0 1 3 0,079NS

n: nimero de cepas; CVVR: candidiasis vulvovaginal recurrente; CVVPE: candidiasis
vulvovaginal primaria esporadica; R: resistente; SDD: sensibilidad dosis dependiente; S:
sensible; p:probabilidad; NS: no significativo con correccion de yates; x 2 (p>0,05).

En la tabla 5 se muestran los porcentajes de susceptibilidad de los 25
aislamientos de Candida no albicans a voriconazol, observandose que el
100% de las cepas, incluyendo C. glabrata, demostraron ser sensibles a este

antifungico.

Tabla 5. Resultados de la susceptibilidad a voriconazol de 25 aislamientos
de Candida no albicans, de pacientes con candidiasis vulvovaginal
recurrente y candidiasis vulvovaginal primaria esporadica provenientes del
Hospital de Veteranos “Julio Rodriguez” y el Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala”. Octubre - noviembre de 2011.

Especie CVVR CVVEP

S SDD R S SDD R n p
Candida glabrata 11 0 0 6 0 0 17 0,986 NS
Candida tropicalis 0 0 O 5 0 0 5 0,097 NS
Candida guilliermondii 2 0 0 1 0 0 3 0,871NS

n: numero de cepas; CVVR: candidiasis vulvovaginal recurrente; CVVPE: candidiasis
vulvovaginal primaria esporadica; R: resistente; SDD: sensibilidad dosis dependiente; S:
Sensible; p: probabilidad; NS: no significativo con correccién de yates; X2 (p>0,05).

De las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de las pacientes objeto de
estudio, se obtuvieron datos sobre posibles factores predisponentes de
candidiasis. Entre ellos, se encontré que el 66,7% de los casos de CVVR
ocurrian en mujeres menores de 18 anos y 84,8% de los casos de CVVPE

se observaron en pacientes con edades comprendidas entre 19 y 29 afios.



Los sintomas mas frecuentes en las pacientes con CVVPE fueron el flujo
cremoso 34 (73,9%) y el prurito 29 (76,3%); de manera similar, de las
pacientes con CVVR, 12 (26,1%) presentaron flujo vaginal color crema y 9
(23,7%) indicaron presentar prurito (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, de las pacientes con
candidiasis vulvovaginal recurrente y candidiasis vulvovaginal primaria
esporadica, provenientes del Hospital de Veteranos “Julio Rodriguez” y el
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Octubre - Noviembre de
2011.

CVVR(n=15) CVVPE(n=41)
Caracteristicas

n % n % Total p

Edad (anos)

<18 8 66,7 4 33,3 12 0,0034

19-29 5 15,2 28 84,8 33 0,0010

30-40 0 0,0 2 100,0 2 NS

240 2 22,2 7 77,8 9 NS
Flujo cremoso 12 26,1 34 73,9 46 0,0012
Prurito 9 23,7 29 76,3 38 0,0082
Ardor 3 14,3 18 85,7 21 NS
Ardor y prurito 2 15,4 11 84,6 13 NS
Flujo cremoso y prurito 7 21,2 26 78,8 33 0,0025
Terapia con ATB 3 75,0 1 25,0 4 NS
Terapia con ATF 4 66,7 2 33,3 6 NS
Uso del DIU 6 31,6 13 68,4 19 NS
Sexualmente activas 13 25,5 38 74,5 51 0,0038
Enfermedades subyacentes
Diabetes 2 66,7 1 33,3 3 NS
Miomas 1 8,3 11 91,7 12 NS
HTA 0 0,0 2 100,0 2 NS

n: numero de cepas; CVVR: candidiasis vulvovaginal recurrente; CVVPE: candidiasis
vulvovaginal primaria esporadica; ATB: antibidtico; ATF: antifungico; DIU: dispositivo
intrauterino; HTA: hipertension arterial; p: probabilidad; NS: no significativo con correccién
de yates; x * (p>0,05).

El interés por C. glabrata reside en que es considerada un patégeno
emergente, con la particularidad de que un numero considerable de cepas
pueden ser resistentes in vitro a los antifungicos triazélicos; la estructura
antigénica de esta levadura ha sido determinada por varios autores,

demostrandose que existe cierto grado de reactividad cruzada con otras



especies consideradas mas patdgenas como C. albicans, Candida tropicalis,
Candida guilliermondii, Candida kefyr y Candida parapsilosis. Debido a su
caracter haploide, se considera que C. glabrata tiene mayores posibilidades
de presentar mutaciones que otras especies diploides, como C. albicans. La
ausencia de algunos factores de virulencia, como la produccion de
pseudohifas, consideradas como estructuras que incrementan la adherencia
y penetracion del hongo en los tejidos, conduce a considerar que C. glabrata

es menos virulenta que otras especies (Lass et al., 2010).

Al aplicar la prueba de chi cuadrado, se detectd asociacion estadisticamente
significativa entre el aislamiento de C. glabrata y la presencia de estos
factores clinicos predisponentes, excepto para la presencia de ardor, ardor y
prurito, terapia anterior con antibiéticos o antifunficos, el uso de DIU y la

presencia de enfermedades subyacentes como Diabetes o miomas.

Las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, de las pacientes con CVVR
por C. glabrata, se presentan en la (Tabla 7). Entre estas, podemos
encontrar que la edad continda siendo un factor incidente en este tipo de
patologia, el 87,5% de las pacientes con recurrencia fueron menores de 18
afos, el 100% eran sexualmente activas asumiendo sentir ardor y prurito,
75,0% presentaban terapia anterior con antifungicos, 66,7% con antibi6ticos
y el 83,3% utilizaban DIU. Sin embargo, a pesar de esta alta frecuencia, al
aplicar la prueba de chi cuadrado, no se detect6 asociacion estadisticamente
significativa entre el aislamiento de C. glabrata y la presencia de factores
clinicos predisponentes y subyacentes en las pacientes con CVVR atendidas
en los servicios de ginecologia del Hospital de Veteranos “Julio Rodriguez” y
el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, durante los meses

octubre y noviembre de 2011.



Tabla 7. Caracteristicas clinicas y epidemiologicas de las pacientes con
candidiasis vulvovaginal recurrente por Candida glabrata, provenientes del
Hospital de Veteranos “Julio Rodriguez” y el Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala”. Octubre - noviembre de 2011.

o Positivos Negativos
Caracteristicas 5 5
n /o n %o total p

Edad (anos)

<18 7 87,5 1 12,5 8 NS

19-29 3 60,0 2 40,0 5 NS

=230 1 50,0 1 50,0 2 NS
Flujo cremoso 8 66,7 4 33,3 12 NS
Prurito 6 66,7 3 33,3 9 NS
Ardor 2 66,7 1 33,3 3 NS
Ardor y prurito 2 100,0 0 00,0 2 NS
Flujo cremoso y prurito 5 71,4 2 28,6 7 NS
Terapia con ATB 2 66,7 1 33,3 3 NS
Terapia con ATF 3 75,0 1 25,0 4 NS
Uso del DIU 5 83,3 1 16,7 6 NS
Sexualmente activas 11 84,6 2 15,4 13 NS
Enfermedades subyacentes
Diabetes 2 100,0 0 00,0 2 NS
Miomas 1 100,0 0 00,0 1 NS

n: numero de cepas; ATB: antibidtico; ATF: antifungico; DIU: dispositivo intrauterino; p:
probabilidad; NS: no significativo con correccion de yates; X2 (p>0,05).



DISCUSION

El criterio para el diagnéstico de la candidiasis vulvovaginal durante muchos
afnos se ha basado en la combinacion de signos, sintomas y la confirmacion
por estudio micolégico de la presencia de levaduras, siendo Candida
albicans la especie mas recuperada en estos hallazgos. La CVV se ha
reportado entre las primeras causas de infeccidn vaginal en nuestro pais; sin
embargo, no hay datos fidedignos acerca de su prevalencia debido a que no
se realiza el diagndstico micoldgico de rutina en todos los centros publicos y

privados del pais (Guillén et al., 2003).

En el presente estudio de un total de 140 muestras de secrecion vaginal, se
obtuvieron 56 cultivos positivos para levaduras del género Candida, de las
cuales 31 (55,4%) fueron identificadas como C. albicans (Tabla 1). Aunque
la especie con mayor frecuencia fue C. albicans, la suma de las otras
especies del género fue de 25 (44,6%), lo que demuestra el aumento de
estos patégenos emergentes, tal como se ha descrito en estudios realizados
por Buscemi et al. (2004) en la ciudad de Buenos Aires, Argentina, sobre
mujeres con vaginitis sexualmente activas, con edades comprendidas entre
17 y 52 afios, donde se aislé6 con mayor frecuencia C. albicans con un
52,9%, demostrandose un aumento de especies no albicans en un 47,1%,

siendo C. glabrata la especie mas frecuentemente aislada (27,2%).

Al analizar la frecuencia de las especies de Candida (Tabla 1) en pacientes
con candidiasis vulvovaginal primaria esporadica CVVPE y candidiasis
vulvovaginal recurrente CVVR, se pudo observar que C. albicans continua
siendo la especie mas comunmente aislada, teniendo mayor proporcién en
pacientes con CVVPE (70,7%). No obstante, C. glabrata ocupé el segundo
lugar representando el 30,4% de todos los aislamientos, de los cuales el
73,4% fueron recuperados de pacientes con CVVR. C. tropicalis y C.
guilliermondii correspondieron, conjuntamente, al 14,2% del resto de los

aislados.



En general, la incidencia de C. glabrata se ha venido incrementando en los
Ultimos 40 afos, debido a diversos factores como el uso de nuevos
tratamientos y procedimientos para otras patologias, procedimientos
invasivos para diagnostico, uso extendido de antibiéticos de amplio espectro,
aparicion del virus de inmunodeficiencia humana y sindrome de
inmunodeficiencia humana. En el presente estudio, la frecuencia de C.
glabrata (30,4%) duplica la informada en estudios similares anteriores y
coincide en el incremento en la frecuencia y resistencia al manejo de

antifungicos.

Con respecto a la prueba de sensibilidad a los compuestos azolicos,
aplicada a las 25 cepas no albicans. La totalidad de las cepas de C. glabrata
mostraron resistencia a los antifungicos fluconazol e itraconazol,
presentando diametros, de los halos de inhibicién, menores de 14 mm y 10
mm de longitud, respectivamente. Las 17 cepas de C. glabrata aisladas solo
presentaron sensibilidad antifungica al compuesto voriconazol, produciendo
halos de inhibicion superiores a 17 mm de longitud, convirtiendo este
compuesto azdlico en el tratamiento mas efectivo para combatir las

infecciones producidas por esta especie.

En cuanto a las especies de C. tropicalis hubo variabilidad en los resultados
obtenidos, la mayoria de las cepas presentaron sensibilidad dosis
dependiente (SDD) al compuesto fluconazol, demostrando halos de
inhibicion entre 15 mm y 18 mm de longitud. Con respecto al compuesto
itraconazol, las cepas presentaron una sensibilidad dosis dependiente,
siendo el antifungico voriconazol el mas efectivo, puesto que la totalidad de
las cepas mostraron halos de sensibilidad superiores a los 17 mm de
longitud. Las especies de C. guilliermondii mantuvieron un comportamiento
similar a las cepas de C. glabrata, produciendo resistencia a los antifungicos
fluconazol e itraconazol y presentando un 100% sensibilidad al compuesto

voriconazol, resultados similares a los obtenidos por Rodero et al. (2006).



La CVVR se define como cuatro o mas episodios infecciosos en el
transcurso de un afo, y la candidiasis vulvovaginal primaria esporadica
CVVPE, como un caso espontaneo sin presentar recurrencia. En este
trabajo de investigacion, de 56 pacientes con cultivos positivos para
Candida, 41 (73,2%), demostraron estar cursando episodio de CVVPE y 15
(26,8%), reportaron casos de recurrencia, en un periodo menor a 12 meses.
De los casos de CVVR, 11 (73,4%) fueron ocasionados por C. glabrata, 2
(13,3%) por C. albicans y 2 (13,3%) por C. guilliermondii; siendo C. glabrata
la responsable del mayor porcentaje de recurrencia en las infecciones
vulvovaginales, superando a la especie C. albicans en un 60,0%; por otra
parte, de los casos de CVVPE, 29 (70,7%) fueron ocasionados por C.
albicans, 6 (14,7%) por C. glabrata, 5 (12,2%) por C. tropicalis y 1 (2,4%) por
C. guilliermondii, siendo C. albicans la responsable de la mayoria de los
casos de CVVPE superando a la especie C. glabrata en un 56,1%. Estos
resultados obtenidos, en cuanto a la recurrencia en las infecciones
vulvovaginales, pueden atribuirse al grado de resistencia que demostraron
las cepas de C. glabrata, frente a los compuestos azdlicos fluconazol e
itraconazol y a que estos, a su vez, representan el tratamiento de eleccion
primaria utilizado por los médicos, en los centros asistenciales para tratar las
micosis vaginales. De aqui, la importancia de conocer la susceptibilidad
antifangica in vitro de los aislamientos, pues la resistencia a estos
antifingicos se observa predominantemente en cepas no albicans,

principalmente C. glabrata.

Lo discutido anteriormente, ha complicado la eleccidn del tratamiento
antifungico de las infecciones por Candida sp. A pesar de que C. albicans,
sigue siendo el patdégeno mas comun y no presenta grandes problemas de
sensibilidad antifungica (1,8% de resistencia), el aumento de la resistencia a
azoles y la frecuencia de aislamiento de especies no albicans, como es el
caso de C. glabrata, supone un problema al momento de decidir el esquema
terapéutico mas adecuado; por tal motivo se ha sumado al desarrollo de

nuevos antifungicos como las equinocandinas y azoles de amplio espectro,



con la finalidad de asegurar la erradicacion de la levadura que este

ocasionando el cuadro clinico.

Las especies mayormente descritas como resistentes a los azoles son C.
krusei (resistencia intrinseca), C. glabrata (aumento de resistencia de 7,0% a
12,0%) y C. tropicalis (Lass et al., 2010). La Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas sugiere que si bien, las infecciones por C.
glabrata pueden tratarse con fluconazol utilizando una dosis mayor o igual a
12 mg por Kg de peso al dia, esta terapia debe guiarse por los resultados del
estudio de susceptibilidad antifungica, dada su frecuencia variable de

resistencia.

Fluconazol es un farmaco de amplio uso clinico, a pesar de su actividad
general fungistatica, destacandose la susceptibilidad de C. albicans al
fluconazol en un 91,8%, con solo 6,4% de sensibilidad dosis dependiente
(SDD) y 1,8% de resistencia. Estos resultados son similares a los obtenidos
por (Panizo y Pérez, 2000), donde el fluconazol resulté ser una droga
excelente contra las cepas de C. albicans, pero no resulté asi para las cepas
de C. no albicans, especialmente para el grupo de pacientes con CVVR, que

mostré un 100% de resistencia.

En relacion al grupo de Candida no albicans, C. glabrata fue la especie con
mayor proporcion de aislados resistentes, esta condicidbn puede estar
asociada al caracter haploide de la levadura, lo que explicaria en parte, por
qué las mutaciones que llevan a la resistencia del fluconazol surgen con
mayor frecuencia en este microorganismo. La resistencia cruzada con otros
azoles es comun en esta especie, lo que también fue observado en el
presente estudio donde el 100% también fue resistente a itraconazol. La
aparicion de resistencia a fluconazol en C. tropicalis y C. guilliermondii
encontradas en el presente trabajo también habia sido descrita con
anterioridad. Sin embargo, dado el escaso numero de aislados obtenidos, no
seria recomendable emitir conclusiones con respecto al comportamiento de

los azoles, en este caso (Lass et al., 2010).



Otro de los objetivos de este trabajo de investigacion fue relacionar las
caracteristicas clinicas y epidemiologicas con la CVVR y CVVPE.
Obteniéndose resultados importantes, dentro de cuales podemos destacar
que la edad promedio de las pacientes fue de 20 afios, en el caso de CVVR
y 26 anos para CVVPE, lo que sugiere que las infecciones recurrentes son
mas frecuentes en mujeres jovenes; por el contrario, en las pacientes de
mayor edad, fue mas frecuente encontrar una CVVPE. En cuanto a los
sintomas manifestados por las pacientes que presentaron la infeccién por
Candida, los mas frecuentes fueron el flujo vaginal cremoso y el prurito, este
ultimo sintoma se le atribuye a la reaccion inflamatoria ocasionada por la
respuesta inmunoldgica presente en el organismo de las pacientes (Gamazo
et al., 2005).

El flujo cremoso con apariencia de queso requeson, es una caracteristica
propia de la infeccion por C. albicans, la infeccién por C. glabrata es una
condicion anormal que se evidencia con sintomas menos notorios, debido a
que esta especie carece de filamentos, cualidad que la hace menos invasiva
y molesta para el huésped, siendo su mayor manifestacién clinica el ardor.
En los resultados obtenidos, podemos diferir de estas afirmaciones, ya que
el prurito y el flujo cremoso fueron los sintomas predominantes en las
pacientes con CVVR y CVVPE, inclusive encontrandose combinado en

algunos casos entre si 0 con el ardor (Koehler et al., 1999).

El uso de antimicrobianos, fueron factores predisponentes en la CVVR
superando los casos obtenidos con CVVPE. Tres pacientes que recibieron
tratamiento con antibidticos demostraron CVVR. Ciertos antibiéticos,
principalmente los de amplio espectro, logran alterar la flora vaginal, de
manera que propician un ambiente ideal para el crecimiento y recurrencia de
la infeccién por Candida. De manera similar, ocurre con los tratamientos

antimicoéticos de eleccién primaria, por lo general, estos no son aplicados por



el tiempo correspondiente y en ocasiones, son automedicados; como se
evidencia en el presente estudio, la especie C. glabrata demuestra

resistencia a este tipo de compuestos, de acuerdo a lo antes visto.

El uso de dispositivos intrauterinos y actividad sexual son factores
predisponentes de la candidiasis vulvovaginal. En el presente estudio se
observan claramente cifras significativas; del total de pacientes, 6 (31,6%)
con CVVR y 13 (68,4%) con CVVPE, sefalaron estar en tratamiento
anticonceptivo con este método de barrera. En cuanto a la actividad sexual,
la mayoria de las pacientes que resultaron positivas para infeccion de eran
sexualmente activas, 13 (25,5%) con CVVR 'y 38 (74,5%) con CVVPE.

Por ultimo se tomaron en cuenta ciertas enfermedades subyacentes, entre
ellas la diabetes. El 66,7% de las pacientes diabéticas cursaban CVVR, y
33,3% CVVPE, sin embargo, a pesar de esta frecuencia no se obtuvo
asociacion estadisticamente significativa entre esta enfermedad y la CVV.
Podemos asumir que dicha recurrencia se debe a los altos niveles de
glicemia, esta condicién patologica propicia un ambiente vaginal nutritivo,
ideal para el desarrollo de la levadura, tema que se ha descrito en otros

trabajos de investigacion (Panizo y Pérez, 2000).

La presencia de miomas, los cuales se definen como tumoraciones benignas
(en la mayoria de los casos), alojadas en el tejido muscular del endometrio,
se atribuyen a los altos niveles de estrégeno presentes en la mujer; como ya
se ha descrito, las elevadas concentraciones de esta hormona favorecen el
desarrollo de las infecciones por levaduras vaginales, por tal razén, no es
sorprendente encontrar una infeccion por Candida en pacientes que
presentes las condiciones hormonales ya mencionadas. De las pacientes
que se encontraban diagnosticadas con miomas, 91,7% de ellas estaban
cursando con CVVPE y 8,7% con CVVR (Mendoza, 2005).

Los resultados obtenidos reflejan que transcurrida una década del siglo XXI,

la CVV continua siendo un problema tanto para las mujeres, quienes sufren



las molestias causadas, como para meédicos, micologos e investigadores de
diversos ambitos, en virtud que, si bien se ha avanzado en el diagnostico y
tratamiento de la misma, no se ha resuelto aun, constituyendo un problema

con muchas aristas para abordar en los afios venideros.



CONCLUSIONES

Candida albicans se aislé con mayor frecuencia en pacientes con candidiasis
vulvovaginal primaria esporadica (CVVPE) y Candida glabrata fue la especie
predominante en las pacientes con candidiasis vulvovaginal recurrente
(CVVR).

Las especies no albicans mostraron una alta resistencia a fluconazol e
itraconazol, principalmente a especie Candida glabrata, demostrando un

mayor porcentaje de sensibilidad al voriconazol.

Se obtuvo un 100% de resistencia a fluconazol en las cepas aisladas de

pacientes con diagndstico de candidiasis vulvovaginal recurrente.

El uso continuo e indiscriminado de antifungicos y antibioticos favorecen la

recurrencia por Candida glabrata.

Factores como la edad, actividad sexual, uso de dispositivos intrauterinos y
la diabetes, demostraron tener relacidon con la frecuencia de candidiasis

vulvovaginal recurrente.



RECOMENDACIONES

A pesar que los aislados de Candida albicans continuan siendo mas
frecuentes que los de Candida glabrata, se recomienda indagar mas en el
estudio de esta especie, con la finalidad de tener mas experiencia en los

casos de resistencia antifungica.

Promover el uso de fluconazol en pacientes con candidiasis vulvovaginal
primaria esporadica (CVVPE), pero no en aquellos con candidiasis

vulvovaginal recurrente (CVVR).

Tipificar las cepas de Candida, y conocer la especie responsable del cuadro

infeccioso, bien sea primario o recurrente.

Realizar cultivos con sensibilidad antifungica, para asegurar el tratamiento

terapéutico adecuado.

Es necesario realizar estudios similares con un mayor numero de cepas para
cada grupo de estudio, con el fin de aumentar las posibilidades de obtener

diferencias estadisticamente significativas.
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ANEXO 2

Diametro (mm) de la zona de inhibicion de las cepas de referencia usadas

como control de calidad. Método de difusién por disco para fluconazol y

voriconazol.
Antifungico. C. parapsilosis C. krusei
ATCC 22019 ATCC 6258
Fluconazol (25 ug) 22-33 -
Voriconazol (1 ug) 28 - 37 16 - 25

Fuente: Manual M44-A. Method for antifungal disk diffusion susceptibility of
yeasts. 2004.



APENDICES
APENDICE 1

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA RESISTENCIA IN VITRO
DECandidaglabrata A FLUCONAZOL EN PACIENTES CON CANDIDIASIS
VULVOVAGINAL RECURRENTE.

FICHA DE REGISTRO DEL PACIENTE

Fecha:

DATOS DEL PACIENTE

NO

Nombres v Apellidos:

Edad:

Lugar vy Fecha de Nacimiento:

Direccidon de Habitacion

DATOS CLINICOS

Diagndstico:

Tiempo de evolucioén:

Sintomas:

aRr?tcl:r'rtl)i%rggfaa ja Si J No (J Especifique:

Ha sufrido otros episodios | si UJ No (J

Numero

Tiempo

Sexualmente activa | si O No (J

ENFERMEDADES SUBYACENTES

Diabetes Si UJ No (]

HIV si O No (J

Otra

TIPO DE MUESTRA

Endocérvix

Exocervix

Fondo de saco

EXAMEN DIRECTO

Olor Color

pH

Sedimento:

DIAGNOSTICO MICOLOGICO

Examen microscoépico:




Levaduras identificadas:

APENDICE 2

CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacion de la Lcda. Evis Parra, profesora de la Universidad de
Oriente, Nucleo de Sucre, se esta realizando el proyecto de investigacion
intitulado: FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA RESISTENCIA IN
VITRO DE CandidaglabrataAFLUCONAZOLEN PACIENTES CON
CANDIDIASIS VULVOVAGINAL RECURRENTE.

Yo:

C.l:
Nacionalidad:
Estado Civil:

Domiciliado en:

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades y sin que medie
coaccion ni violencia alguna en completo conocimiento de la naturaleza,
forma, duracion, propodsito, inconvenientes y riesgos relacionados con el

estudio médico declaro mediante la presente:

1.- Haber sido informado (a) de manera clara y sencilla por parte del grupo
de investigacion de este proyecto de todos los aspectos relacionados con el
proyecto de investigacion intitulado:FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS
A LA RESISTENCIA IN VITRO DE CandidaglabrataAFLUCONAZOLEN
PACIENTES CON CANDIDIASIS VULVOVAGINAL RECURRENTE.

2.- Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefalado
es: ldentificarCandidaglabrata en muestras de secreciones vaginales de
pacientes procedentes de dos centros de salud en la ciudad de Cumana,

estado Sucre, y su relacién con candidiasis vulvovaginalrecurrente.




3.- Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador en el
cual se establece que mi participacion en el trabajo consiste en: donar de
manera voluntaria la muestra de acuerdo al tipo de infeccion, la cual sera
obtenida por el personal especializado y autorizado.

4.- Que la muestra que acepto donar sera utilizada unica y exclusivamente
para estudio micologico.

5.- Que el equipo de personas que realiza esta investigacion coordinada por
la profesora Evis Parra me han garantizado confidencialidad relacionada
tanto a mi identidad como a cualquier otra informacion relativa a mi persona
a la que tenga acceso por concepto de mi participacion en el proyecto antes
mencionado.

6.- Que bajo ningun concepto podré restringir el uso para fines académicos
de los resultados obtenidos en el presente estudio.

7.- Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgos e inconveniente
alguno para mi salud o la de mi representado.

8.- Que cualquier pregunta que tenga en relacién a este estudio me sera
respondida oportunamente por parte del equipo antes mencionado, con
quienes me puedo comunicar por los teléfonos: 0424-8965378
con el Br. Tulio Corrales.

9.- Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningun
beneficio de tipo econdmico producto de los hallazgos que pueda producirse

en el referido proyecto de investigacion.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclarado mis interrogantes con
respecto a este formato de consentimiento y por cuanto a mi participacion es

totalmente voluntaria, acuerdo:

1.- Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al
equipo de investigadores a realizar el referido estudio en la muestra que

acepto donar para los fines indicados anteriormente.



2.- Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion y donacion en
cualquier momento sin que ello me conlleve algun tipo de consecuencia

negativa para mi persona.

Firma del voluntario

Nombre y Apellido

Lugar y Fecha

Firma del testigo

Nombre y Apellido
C.I:
Lugar y Fecha

Declaracion del Investigador

Luego de haber explicado al voluntario la naturaleza del protocolo
mencionado, certifico mediante el presente que, a mi leal saber, el sujeto
que firma este formulario de consentimiento comprende la naturaleza,
requerimientos, riesgos y beneficios de la participacion en este estudio.
Ningun problema de indole médico, de idioma o de instruccion ha impedido
al sujeto tener una clara comprension de su compromiso con este estudio.

Por el Proyecto de FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA
RESISTENCIA  IN VITRO DE CandidaglabrataAFLUCONAZOLEN
PACIENTES CON CANDIDIASIS VULVOVAGINAL RECURRENTE.

Nombre:
Lugar y Fecha:
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subdarea

Ciencias Bioanalisis

Resumen (abstract):

Se evaluaron los factores de riesgo asociados a la resistencia in vitro de
Candidaglabrata a fluconazol en pacientes con candidiasis vulvovaginal recurrente.
Se tomaron 140 muestras de secrecidn vaginal de pacientes procedentes del area
de ginecologia del Hospital Universitario "Antonio Patricio de Alcala” y el Hospital de
Veteranos “Dr. Julio Rodriguez”, durante los meses de octubre y noviembre de
2011. Las muestras fueron sembradas en agar Sabouraud dextrosa con antibiético
y las cepas obtenidas fueron identificadas utilizando métodos convencionales como
produccion de tubo germinal en suero, produccion de clamidoconidias en CornMeal
agar (CMA), zimograma, crecimiento a 45°C y antifungigrama. Los resultados de la
identificacion demostraron que 55,4% de los aislados pertenecieron a C. albicans,
30,4%C. glabrata, 8,9% C. tropicalis y el 5,3% C. guilliermondii. En la prueba de
susceptibilidad antifungica, las cepas no albicans demostraron resistencia a
fluconazol e itraconazol y 100% de sensibilidad a voriconazol. C. glabrata fue la
especie mayormente aislada en los casos de candidiasis vulvovaginal recurrente.
Los sintomas clinicos mas resaltantes en este grupo de pacientes fueron: flujo
cremoso, prurito y ardor; y entre los factores de riesgo asociados se encontraron la
edad, el uso frecuente de antimicrobianos y el uso de dispositivos intrauterinos. Es
importante la identificacion de la especie, asi como, la aplicacion de pruebas de
susceptibilidad antifungica, para indicar la terapéutica adecuada y evitar episodios
de recurrencia de candidiasis vulvovaginal.




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/6

Contribuidores:

ROL / Cédigo CVLAC / e-mail

Apellidos y Nombres
ROL cA | |as|x|Tu| Jw|[ |
Parra, Evis
CVLAC 10.947.421
e-mail eviespin@hotmail.com
e-mail
ROL ca| |as| || Jw| x|
Centeno, Sara
CVLAC 5.702.407
e-mail sara.centeno@gmail.com
e-mail
ROL ca | Jas| |tu| || x|
Diaz, Josefa
CVLAC 5.007.425
e-mail diazvv@gmail.com
e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:
Afio Mes Dia

Colocar fecha de discusion y aprobacion:

2013 | 02 08

Lenguaje: SPA




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/6

Archivo(s):
Nombre de archivo Tipo MIME
Tesis-corralest.doc Aplication/word
Alcance:
Espacial: INTERNACIONAL
Temporal: TEMPORAL

Titulo o Grado asociado con el trabajo:Licenciado en Bioanalisis

Nivel Asociado con el Trabajo: Licenciado

Area de Estudio: Bioanalisis

Institucidn(es) que garantiza(n) el Titulo o grado: Universidad de Oriente




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 5/6

CUN0AS
Cumand, (4 AGO 2008

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocié el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/32009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

UNNERSMME% W‘Iago a usted a los fines consiguientes.

SISTEMA DE B\BL\%TEC_A e TN
RECIBIDO POR ' % :
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C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los MNicleos, Coordinador General de

A&meﬁmmnhmmm&mm
WMWWMrmBMbMW&NM
’ Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformdtica, Coordinacisn General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maryja

Apwrtado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefix: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del II Semestre 2009, segiin comunicacién CU-034-2009) : “los Trabajos de Grado
son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y sélo podran ser utilizados
para otros fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo respectivo, quien debera

participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.

Coxrales, Tulio
Auytor
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