Actual. Sida Infectol. || Fundacion Huésped - Sociedad Argentina de Infectologia || ISSN 2718-7845 10

ARTICULO ORIGINAL
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RESUMEN

Objetivo: Conocer las especies Candida aisladas en pa-
cientes mujeres en edad reproductiva con candidiasis
vaginal. Determinar el perfil de sensibilidad a antifungi-
cos (ATF) de las especies de Candida aisladas.
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Materiales y métodos: Estudio descriptivo transversal en Pérez Duarte. ivanperezduarte@gmail.com
el cual se aislaron en Sabouraud glucosado 124 cepas de
Candida spp provenientes de muestras de flujo vaginal. Recibido: 5/11/23 Aceptado: 16/4/24

Para la identificacién de especie se utiliz6 CHROMagar
Candiday serealizaron pruebas complementarias como
formacion de tubo germinativo, desarrollo de clamidoco-
nidios y asimilacion de trehalosa. La sensibilidad in vitro
fue investigada por el método de difusién con discos de
ATF fluconazol (FLU), itraconazol (ITRA) y anfotericina
B (AMB).

Resultados: Se observo C. albicans en 85,5% de los ais-
lados seguida por C. glabrata con 7,3%, C. krusei 4%, C.
tropicalis 2,4% y otras especies Candida. Para FLU, 0,9%
de las cepas de C. albicans, 11,1% de Candida glabrata
y 100% de C. krusei presentaron resistencia. Para ITRA,
el 17% de los aislamientos de C. albicans, el 55,6% de C.
glabratay 100% de C. krusei fueron resistentes. No hubo
aislamientos resistentes a AMB.

Conclusiones: La candidiasis vaginal sigue teniendo
como agente etioldgico principal a Candida albicans,
siendo ampliamente sensible a los ATF. Las especies
C. glabratay C. krusei presentan un aumento en la resis-
tencia a los azoles. Los resultados obtenidos ratifican la
necesidad de la realizacion de las pruebas de identifica-
cion de especies de Candida y determinacién de la sensi-
bilidad in vitro a los ATF para lograr el éxito terapéutico.
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Introduccion

La candidiasis vaginal, en mujeres en edad reproduc-
tiva, es una causa frecuente de consulta ginecolégica.
Aproximadamente, el 75% de las mujeres desarrollaran
dicha infeccién, al menos una vez en su vida. Aunque un
pequefio porcentaje desarrolla episodios de recurrencia
(al menos cuatro episodios al afio) es de suma impor-
tancia lograr un tratamiento antifingico correcto con el
fin de mejorar la calidad de vida de las mujeres que la
padecen (2, 4, 5).

Las levaduras del género Candida presentes en la vagi-
na forman parte de la microbiota normal, esto es consi-
derado un aspecto que puede producir complicacién a
la hora de diagnosticar esta afeccién, porque se desco-
noce cuando la cantidad de levaduras presentes en la
vagina comienzan a producir efectos patoldgicos en la
misma (2).

Las infecciones vaginales por Candida suelen ser de ori-
gen endégeno por modificacién de la flora microbiana
vaginal, ya sea después de un tratamiento antibiético o
producto de una disminucién de la respuesta inmuni-
taria del huésped, como en el caso de tratamiento con
corticoides, diabetes no controlada, enfermedades con
compromiso inmunitario, obesidad, estrés o uso de an-
ticonceptivos (4, 5).

El agente etiolégico mayormente aislado es Candida
albicans, ampliamente sensible a los antifingicos (1,
3,10, 17). La persistencia o recurrencia de las infeccio-
nes se suele atribuir a especies de Candida no albicans,
como C. glabrata y C. krusei como agentes causales de
patologia a nivel vaginal. Dichas especies suelen ser las
m4ds asociadas a episodios de recurrencias por presen-
tar mayor resistencia a los azoles, como FLU e ITRA (10,
11, 20).

Materiales y métodos

Con la previa autorizacion, andlisis y aprobacion del pro-
tocolo de trabajo por parte de la Jefatura del Laboratorio
Central y el Comité de Docencia e Investigacion del Hos-
pital Centenario Gualeguaychu, Entre Rios, Argentina, se
desarrollé el proceso de almacenamiento de las cepas
de Candida spp obtenidas de muestras de flujo vaginal
de mujeres en edad reproductiva con signos y sintomas
compatibles con candidiasis a nivel vaginal entre mayo

de 2022 y enero de 2023 en el Laboratorio de Microbiolo-
gia del Hospital Centenario Gualeguaychu.

Identificacion de los aislamientos clinicos

Las diferentes muestras de flujo vaginal fueron proce-
sadas mediante examen micoldgico directo y cultivos
en diferentes medios. Para la identificacién del género
Candida se tuvo en cuenta la morfologia macro y micros-
copica de las colonias, presencia o ausencia de capsula,
produccidn de pigmentos, tamafio, forma y crecimiento a
temperaturas diferenciales.

En primera instancia las levaduras fueron aisladas en
medio agar Sabouraud suplementado con glucosa (400
mg/dL) y cloranfenicol (5 mg/dL) (Marca Britania), in-
cubadas a 37 °C en condiciones aerobicas, con lectura
final entre las 24 y 48 horas, seleccionando las perte-
necientes al género Candida. Para iniciar el proceso de
identificacién de las especies de Candida se procedié
a inocular placas de CHROMagar Candida (CHROMa-
garTM Candida, marca registrada Dr. A Rambach, Paris,
Francia) a partir de los cultivos desarrollados en agar
Sabouraud glucosa cloranfenicol. Este es un medio agar
cromogénico selectivo y orientador para el desarrollo de
complejos de especies de Candida que permite diferen-
ciar las colonias segun el color y morfologia desarrolla-
das (9).

Las condiciones de cultivo en este medio selectivo y di-
ferencial requieren la incubacién a 37 °C, de manera ae-
rébica, con lectura final entre las 24 y 48 horas, siendo
util para orientar la tipificaciéon de las cepas en estudio
que posteriormente seran confirmadas y clasificadas en
especies mediante la realizacion de pruebas complemen-
tarias como formacién de tubo germinativo en pool de
suero humano y desarrollo de clamidoconidios en medio
agar harina de maiz-tween 80 para identificar Complejo
Candida albicans/Candida dubliniensis, investigacién de
asimilacién de trehalosa para Complejo Candida glabrata
y formacién de pseudohifas en pool suero humano (C. tro-
picalis); en cuanto a C. krusei se utilizé como prueba iden-
tificatoria la hidrélisis de la molécula de urea, que en este
estudio en particular todas las cepas de C. krusei dieron
resultado positivo, mientras que el resto de las especies
de Candida dieron resultado negativo a este ensayo (9,
26, 27,28).
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Determinacion de la sensibilidad in vitro

A partir de colonias puras de levaduras ya identificadas
en género y especie, se prepard un inoculo de turbidez
0,5 McFarland en solucién NaCl 0,15 M (solucién salina
0,85%).

Para el método de difusion se utilizaron placas de Petri de
10 cm de didmetro, con 25 ml de agar Mueller-Hinton (Bri-
tania), suplementado con 2% de glucosa y azul de metile-
no, en una concentracion final de 0,5 mg/ml, recibiendo el
nombre de Mueller-Hinton modificado.

Mediante el empleo de hisopos estériles previamente su-
mergidos en los inéculos de turbidez 0,5 McFarland de
cada cepa en estudio, se sembr6 la superficie de las pla-
cas con Mueller-Hinton modificado en dos direcciones.
Luego se colocaron discos de ATF FLU (25 ug), ITRA (10
ug) y AMB (10 ug) (Neo-Sensitabs®; Rosco Diagndstika)
y se incubaron a 37 °C entre 24 y 48 horas. Transcurrido
el tiempo se midi6 el diametro de la zona de inhibicién
de crecimiento expresado en milimetros (mm) y se cla-
sificaron en “Sensibles” o “Resistentes”. Particularmente,
para la combinacién C. glabrata-fluconazol se clasificé
en “Sensible dosis dependiente (SDD) o “Resistente”. Los
puntos de corte para FLU, ITRA y AMB fueron los estable-
cidos por el fabricante, Neo-Sensitabs®; Rosco Diagnés-
tika (13, 29).

Se analizaron un total de 124 cepas de Candida spp
(n=124) correspondientes a muestras de flujo vaginal de
mujeres en edad fértil remitidas al Laboratorio de Micro-
biologia del Hospital Centenario de Gualeguaychu. Se
determiné que el 85,5% de los aislamientos correspon-
den a cepas de Candida albicans, seguido de C. glabrata
enun 7,3%, C. krusei 4,0%, C. tropicalis 2,4% y finalmente
0,8% para otras especies (Tabla 1y Figura 1).

Tabla 1. Distribucion porcentual de las especies de

Candida aisladas en muestras de flujo vaginal

Especie de Candida N° %
Candida albicans 106 85,5%
Candida glabrata 9 7,3%

Candida krusei 5 4,0%
Candida tropicalis 3 2,4%
Otras especies 1 0,8%
Total 124 100

N°: Numero de cepas aisladas.

Figura 1. Grafica porcentual de las especies de

Candida aisladas

Con respecto a la susceptibilidad a FLU, la Figura 2 mues-
tra que el 0,9% de los aislados de Candida albicans fueron
resistentes, mientras que los aislados de Candida glabra-
ta el 11,1% fue resistente (el 88,9% restante, sensible do-
sis dependiente) y para los aislados de Candida tropicalis
no se observé resistencia.

Figura 2. Distribucion de la susceptibilidad a
fluconazol de las especies de Candida aisladas.

Sensibilidad dosis dependiente de C. glabrata.
Resistencia intrinseca de C. krusei

Los cinco aislados de Candida krusei fueron resistentes a
FLU; cabe mencionar que es una especie con resistencia
intrinseca a este antifiungico mediante el aumento de la
expresién de bombas transportadoras de membrana in-
ducido por azoles (24).

La Figura 3 muestra la susceptibilidad a ITRA, en el cual
se evidencia que el 17% de los aislados de C. albicans
presento resistencia. Con respecto a los aislados de C.
Glabrata, estos presentaron un 55,6% de resistencia, los
aislados de C. tropicalis y otras especies no presentaron
resistencia. Cabe destacar que los aislados de C. krusei
presentaron un 100% de resistencia a ITRA.
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Figura 3. Distribucion de la susceptibilidad a

itraconazol de las especies de Candida aisladas

La Figura 4 muestra que los aislados de C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. tropicalis y otras especies no presen-
taron resistencia, es decir fueron 100% sensibles a AMB.
A pesar que AMB presenta el mejor perfil de sensibilidad
de los tres ATF, no es considerado como el antifungico de
eleccién para las candidiasis vaginales y si es utilizado
como uno de las mejores opciones para el tratamiento de
micosis profundas (5, 21).

Figura 4. Distribucion de la susceptibilidad a

anfotericina B de las especies de Candida aisladas.

Discusion

La candidiasis vaginal es una infeccién muy frecuente en
mujeres en edad reproductiva que suele causar moles-
tias como prurito, irritacion, ardor, generar secreciones,
olor levemente desagradable y en casos extremos puede
llegar a alterar la conducta de la paciente, como ocasio-
nar depresion, mal humor y ansiedad. Es una patologia
habitual y no complicada dentro del sistema de salud pu-
blico. No es aconsejable ofrecer tratamientos empiricos,
con base en la clinica, en aquellas vaginitis consideradas

leves, moderadas o complejas, en donde existe la tenden-
cia por utilizar azoles (FLU, ITRA) en forma oral o median-
te 6vulos. Para todas las situaciones anteriormente nom-
bradas, es recomendable la identificacion microbioldgica
de la levadura y su susceptibilidad a ATF (6).

Los estudios llevados a cabo en los ultimos afios de-
muestran que C. albicans es la especie mayormente res-
ponsable de la candidiasis vaginal en mujeres edad re-
productiva (75% a 95%), mientras que otras especies, C.
glabrata y C. krusei son las halladas en menor frecuencia
(8, 12, 14, 15). En el presente estudio, al igual que los re-
sultados obtenidos en la literatura seleccionada, C. albi-
cans fue la especie mas frecuentemente aislada, seguida
de C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis. Los resultados de
las pruebas de susceptibilidad reflejan que la resistencia
a ATF resulto ser baja para el género Candida, lo que coin-
cide con investigaciones realizadas por Dalben et al. (21),
Richter et al. (25) y otros autores (5, 11, 22, 23, 24). Sin
embargo, es posible que debido a tratamientos indicados
de forma empirica, a la baja adherencia a tratamientos
con FLU e ITRA, o en los casos de mujeres que recurren
a la automedicacion (como consecuencia de la facilidad
en la disponibilidad de los mismo), se esta contribuyen-
do al aumento de la poblacién de levaduras resistentes a
ATF (6). Se puede destacar el aumento en la resistencia
de especies Candida no albicans como C. krusei, C. gla-
brata, las cuales suelen ser asociadas con fallas en trata-
mientos aplicados empiricamente (5, 16, 18, 19). Es im-
portante sefalar que la identificacién de todas las cepas
causantes de candidiasis vaginal junto con las correspon-
dientes pruebas de susceptibilidad a ATF resultan favora-
bles para una certera eleccién de la terapia antifungica y
asegurar una evolucion clinica favorable de las pacientes.

Conclusiones

El presente trabajo fue un estudio descriptivo cuyo ob-
jetivo fue caracterizar la vaginitis causada por Candida
en la ciudad de Gualeguaychid mediante datos obtenidos
del Laboratorio de Microbiologia del Hospital Centenario
Gualeguaychu. Sin embargo, se debe considerar que son
resultados epidemioldgicos elementales; para tener una
mayor cercania a la realidad es necesario recurrir a un
numero superior de datos obtenidos por organismos ofi-
ciales.

Por la informacion obtenida:
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1) Se puede inferir que al igual que en el resto de la Ar-
gentina y otros paises de Latinoamérica, la candidiasis
vaginal sigue teniendo como agente etioldgico principal
a Candida albicans.

2) Se puede concluir que, en la poblacion estudiada de
mujeres en edad fértil con vaginitis candidiasica, las leva-
duras del género Candida son ain ampliamente sensibles
a los antifungicos

3) Las especies C. glabrata y C. krusei, que estan cobran-
do relevancia en los ultimos afios, presentan un aumento
en la resistencia a los azoles.

4) Los resultados obtenidos con las cepas aisladas en
muestras de flujo vaginal ratifican la creciente necesidad
de la realizacion de las pruebas de identificacion de espe-
cies de Candida y determinacion de la sensibilidad in vitro
a los antifungicos con el fin de orientar el tratamiento de
la candidiasis vaginal hacia el éxito terapéutico y evitar
infecciones recidivantes o crénicas.
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Candida species isolated in female patients of

reproductive age with vaginal candidiasis in
Gualeguaych, Entre Rios, Argentina

Objective: To identify the Candida species isolated
in female patients of reproductive age with vaginal
candidiasis. To determine the antifungal (ATF) sensitivity
profile of the isolated Candida species.

Materials and methods: Cross-sectional descriptive
study, in which 124 Candida spp strains from vaginal
discharge samples were isolated in Sabouraud medium
supplemented with glucose. CHROMagar Candida was
used for species identification and complementary tests
such as germ tube, chlamydoconidia development and
investigation of trehalose assimilation were performed.
In vitro sensitivity was investigated by diffusion method
with ATF discs fluconazole (FLU), itraconazole (ITRA) and
amphotericin B (AMB).

Results: C. albicans was observed in 85.5% of the
isolates followed by C. glabrata with 7.3%, C. krusei 4%, C.
tropicalis 2.4% and other Candida species. For FLU, 0.9%
of C. albicans, 11.1% of C. glabrata and 100% of C. krusei
isolates showed resistance. For ITRA, 17% of C. albicans
isolates, 55.6% of C. glabrata and 100% of C. krusei were
resistant. There were no isolates resistant to AMB.
Conclusions: Vaginal candidiasis continues to present
Candida albicans as the main etiological agent, which is
widely sensitive to ATFs. C. glabrata and C. krusei species
show increased resistance to azoles. The results obtained
ratify the growing need for Candida species identification
tests and determination of in vitro sensitivity to ATFs
in order to guide the treatment of vaginal candidiasis
towards therapeutic success.

Keywords: Vaginal candidiasis; Candida; susceptibly;
antifungal.
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