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Para establecer la prevalencia de Candidiasis Vulvovaginal (CVV), registrar las manifestaciones
clinicas y los factores de riesgo asociados asi como, identificar las especies del género
Candida y determinar la sensibilidad a fluconazol por dos métodos, fueron estudiadas 294
mujeres que acudieron a la Clinica de la Sociedad Anticancerosa de Junio a Noviembre de
2006. La prevalencia de CVV fue de 19,39%. Se identificd: C. albicans en 42,11% (24/57),
seguida de C. glabrata 33,33% (19/57), C. guilliermondii 5,26% (03/57), C. parapsilosis
3,51% (02/57), Candida spp. 5,26% (03/57), C. tropicalis 1,75% (01/57) y C. kefyr 1,75%
(01/57). El andlisis estadistico revelé que el ardor, prurito y flujo fueron los signos y sintomas
asociados a CVV (p<0,01). La edad entre 20-29 afios y el uso prolongado de antibiético fueron
los factores de riesgo significativos (p<0,01). De las cepas de C. albicans identificadas, 16
(76,19%) fueron sensibles a fluconazol por ambos métodos con 95,24% de concordancia, las
cepas de C. glabrata fueron 100% resistentes por el método de referencia exhibiendo 57,14%
de concordancia.

Palabras Claves:Candidosis Vulvovaginal (CVV), Candida, fluconazol, sensibilidad, M27-A2,
M44-A

Title
Prevalence and susceptibility of Candida spp to fluconazol at an Anticancer Society clinic in
Maracay, Venezuela.

Abstract

In order to establish the prevalence of VVC, to register the clinical manifestations and
associated risk factors as well as, to identify Candida species and determining fluconazole
susceptibility by two methods, 294 women were studied who attended the Anticancer Society
clinic from June to November 2006. The VVC prevalence was 19.39%. The following species
were identified: C. albicans 42.11% (24/57), followed by C. glabrata 33.33% (19/57), C.
guilliermondii 5.26% (03/57), C. parapsilosis 3.51% (02/57), Candida spp 5.26% (03/57), C.
tropicalis 1.75% (01/57) and C. kefyr 1.75% (01/57). It was found that itching, burning and
vaginal discharge represented the signs and symptoms associated to VVC (p<0.01). Ages
between 20-29 years and prolonged antibiotic therapy were risk factors CVV (p<0.01). 76.19%
(16) C. albicans isolates were susceptible to fluconazole for both methods with 95,24%
concordance. In contrast, 100% C. glabrata isolates were resistant for the reference method
showed 57.14% concordance.

Key Word
Vulvovaginal Candidosis (VVC), prevalence, fluconazole, M27-A2, M44-A

Prevalencia y sensibilidad de Candida spp a fluconazol en la clinica de la Sociedad
Anticancerosa de Maracay, Venezuela.

Introduccién

La Candidiasis Vulvovaginal (CVV) es una infeccion oportunista causada por varias especies del
género Candida, constituye la segunda causa de infeccion del tracto genitourinario en mujeres
en edad reproductiva,“). La prevalencia de esta infeccién varia ampliamente entre las
poblaciones estudiadas (2.345)

Ademas de C. albicans otras especies del género, Candida no albicans, han incrementado su
importancia desde el punto de vista clinico como agentes etiologicos (2878) Tendencia que ha

sido registrada en Venezuela por diversas investigaciones @101 por 1o que, actualmente se
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considera de vital importancia la identificacion de las especies de Candida causantes de
(89,11,12,13)

infeccion por su implicacion en la eleccion del tratamiento .

Desde hace algunos afios en el ambito mundial va aumentando el nimero de mujeres que
padecen vaginitis crénica o recurrente por Candida la cual, responde solo parcialmente al
tratamiento antifingico tépico (8.14,151617) Sjtyacion relacionada a factores como infeccion por
diferentes biotipos acompafiados de cambios en la sensibilidad y el desarrollo de resistencia,
aparicion de resistencia intrinseca por parte de algunas especies de Candida no albicans y

resistencia cruzada (" sumado a estos factores esta la practica de la automedicacion o la
administracion incompleta del tratamiento, por el elevado costo del mismo.

En cuanto al tratamiento para la CVV entre las opciones terapéuticas estan los farmacos del
grupo azolico aplicados de manera tépica, y el fluconazol, la alternativa de administracién por
via oral utilizado en el tratamiento de infecciones fungicas vaginales, orales y sistémicas 8),
Sin embargo, estd documentada la aparicién de resistencia en algunos miembros del género
Candida a fluconazol y otros farmacos, en cepas aisladas de diferentes localizaciones del
cuerpo humano (7.19.20.21,22.2324) gy consecuencia, uno de los retos planteados en el area de la
investigacion en antifungicos, es el monitoreo de la sensibilidad a los mismos, para conocer las
tendencias en los diferentes grupos de individuos debido a la repercusion que ello tiene en la
indicacion del tratamiento ®12132526) pg manera, que para obtener datos fidedignos acerca
de la situacién planteada previamente, esta investigacion tiene el proposito de determinar la
prevalencia de CVV y determinar la sensibilidad a fluconazol de Candida spp en aislamientos
vaginales de mujeres que acuden a la pesquisa de cancer de cuello uterino.

Materiales y métodos

Se llevd a cabo una investigacion descriptiva de corte transversal @ Ja poblacién estuvo
alrededor de 7000 mujeres que acudieron a la pesquisa de cancer de cuello uterino entre julio y
diciembre del afio 2006, en la Clinica de Prevencion de Cancer de la Sociedad Anticancerosa
del estado Aragua, Maracay, Venezuela, ubicada en el Municipio Girardot. La muestra fue
probabilistica y conformada por 303 de ellas (95% de intervalo de confianza y 2% de error
muestral) @) 3 las referidas mujeres se les solicitd el consentimiento, luego, se aplico un
cuestionario para obtener datos socio demograficos y clinicos a fin de determinar la prevalencia
y los factores de riesgo asociados a la infeccién. La identificacion de las levaduras se realizé
durante ese mismo afio utilizando el procedimiento descrito abajo. Sin embargo, las pruebas de
sensibilidad fueron llevadas a cabo en el afio 2008.; fueron ensayadas 59 cepas de Candida
spp aisladas del exudado vaginal de las referidas mujeres con CVV, las mismas se encontraban
conservadas en agua destilada estéril con aceite mineral a temperatura ambiente, en la
micoteca del Laboratorio de Micologia de la Universidad de Carabobo Sede Aragua.

Procedimiento experimental.

Las muestras vaginales fueron tomadas de fondo de saco vaginal por el médico Gineco-
Obstetra con espéculo e hisopo estéril, fueron transportadas en refrigeracion (4°C) al
laboratorio para su procesamiento. Los criterios de exclusién fueron: estar sometida a
medicacion antibidtica o antimicética en los siete dias previos a la toma de la muestra y el
sangrado vaginal.

Examen Directo Cultivo e Identificacion de Levaduras.

A la secrecion vaginal se le practico examen directo al fresco con tinta Parker y KOH 10%, y
siembra por estria en placas con agar Sabouraud cloranfenicol, se incubaron por 48h a 37°C.
Se consideré una CVV, aquellas muestras con crecimiento de 10 o mas colonias de levaduras a
las 48h. Colonias identificadas mediante las pruebas de produccion de tubos germinativos en
suero, produccion de clamidoconidias en agar harina de maiz, crecimiento en cicloheximida y
asimilacion de azucares ®), caracteristicas de crecimiento en CHROMagar Candida (Oxoid),

para diferenciar C. dubliniensis se ensayaron varias pruebas: crecimiento a 42°C, utilizacion de

xilosa como fuente de carbono (29), medio liquido Staib y medio liquido semilla de girasol (80),

Todas las pruebas de identificaciéon excepto las de la ultima especie mencionada fueron
repetidas antes del ensayo de sensibilidad.

Determinacion de la sensibilidad a fluconazol

Como método de referencia se utilizd la técnica de microdilucion en caldo descrita en el
documento M27-A2 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002) G Para la
preparacion del inoculo se tomaron cada una de las cepas de Candida identificadas, las cuales
fueron cultivadas 24h en placas de agar Sabouraud, a partir de estos se realizaron
suspensiones celulares en agua destilada estéril hasta obtener la turbidez correspondiente a el
patrén 0.5 de la escala de Mc Farland, equivalente a 10% UFC/mL. De la suspension previa se
hicieron diluciones 1:100 en el medio RPMI 1640 (con glutamina, rojo de fenol, sin bicarbonato-
Sigma-) suplementado con glucosa 2% en buffer MOPS (0.165 M) ajustado a pH 7.0, la
concentracion final del inoculo fue de 0,5-2,5 X 103, a partir de éste se dispensé 180 pL en
placas de microtitulacién que previamente tenian diluciones seriadas del antifingico de 0,5 a
128 pL, excepto en los pocillos de los extremos que fungian de control negativo y positivo. El
fluconazol fue gentilmente donado por Pfizer Inc, Venezuela. La lectura se realiz6 de manera
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visual después de 48h de incubacion a 37°C. Considerando como Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) el pocillo sin crecimiento microbiano visible a través de una lente de aumento.

Con la finalidad de introducir un método alternativo, se realizd la determinacion de sensibilidad a
fluconazol por la técnica de difusion en agar Miller Hinton suplementado con glucosa al 2% y
0,5 pg/L de azul de metileno siguiendo el protocolo del documento M44-A de CLSI (2004) ©2)
utilizando discos de fluconazol de 25 pM (OXOID).

Ambos ensayos se hicieron paralelamente utilizando el mismo inoculo y por duplicado. Las
cepas control fueron Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC90030, Candida
krusei ATCC6258, Candida tropicalis CCS0849, Candida parapsilosis ATCC22019, algunas
suministradas por el Laboratorio de Micologia del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel’
(INHRR).

Anadlisis de los Resultados

Los datos fueron agrupados en tablas de frecuencia para mostrar el rango, la media
geométrica y promedio de las CMI, el porcentaje de cepas sensibles (S), sensibles
dependientes de la dosis (SDD) y resistentes (R), la concordancia entre los métodos en la
categorizacion de los resultados y los errores cometidos en la categorizacion. Los errores

fueron considerados de acuerdo con el documento M27-A2 G,

Resultados

)

De las 303 mujeres a quienes se les tomo la muestra vaginal siete fueron excluidas, la muestra definitiva fue de 294 pacientes. Se
encontré una prevalencia de CVV de 19,39% (57/294) con un intervalo poblacional de 15,03%-24,38% (95% de confianza) en el

periodo estudiado.

En la tabla 1 se muestra las especies de Candida causantes de CVV: C. albicans en 42,11%(24/57); seguida de C. glabrata
33,33% (19/57); C. krusei 7,02%(4/57); C. guilliermondii 5,26%% (3/57); C. parapsilosis 3,51% (2/57); Candida spp 5,26%
(3/57); C. tropicalis 1,75% (1/57) y C. kefyr 1,75% (1/57), no se identificd C. dubliniensis en la muestra estudiada,

La distribucion de los signos y sintomas evidencié que 63,40% (35/57) de las mujeres infectadas refirié6 alguno de estos al momento
de la toma del exudado, 31,57% de ellas declaré haber padecido estos al menos en tres oportunidades anteriormente y 22,84% en
cuatro oportunidades o mas (Tabla 1).

Tabla 1. : Distribucién de la frecuencia de agentes etiolégicos de CVV en relacién con la sintomatologia y el uso previo de
antimicéticos. Clinica de la sociedad anticancerosa de Maracay (CSAEA). Julio- Noviembre. 2006

Género/Especie n SIGNOS Y SINTOMAS USO PREVIO DE
ANTIMICOTICOS
(%) IACTUAL PREVIAMENTE
VAGINALES
<3 24
<1 MES >1MES
Candida 24 21 12 7 8 11
albicans (42,11) (84%) (48%) (28%) (32%) (44%)
Candida 19 7 4 3 3 9
glabrata (33,33) (35%) (20%) (15%) (15%) (45%)
Candida 4 3 2 3 3
krusei (7,02) (75%) (50%) (75%) (75%)
Candida 3 1 1 2
quilliermondii
(5,26) (33,33%) (33,33%) (66,66%)
Candida parapsilosis 2 1 1 1
(3,51) (50%) (50%) (50%)
Candida 1 1 1 1
tropicalis (1,75) (100%) (100%) (100%)
Candida 1 1 1 1
kefyr (1,75) (100%) (100%) (100%)
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Candida spp 3
(5,26)
TOTAL 57 35 18 14 14 28
(100) (63,40) (31,57) (22,80) (24,56) (49,12)

La frecuencia del uso previo de antimicético en relacion con la especie identificada revelé que 24,56% (14/57) de las mujeres con
CVV expres6 haberse aplicado o consumido estos de una semana a un mes previo a la toma de muestra y, 49,12% (28/57) entre
un mes y afo anteriormente (Tabla 1).

El rango de edad estuvo entre 20-49 afios y, en torno de los factores de riesgo investigados, se encontré en mayor frecuencia el
tratamiento con antibiéticos 28%(14/50) seguido por la diabetes mellitus 8%(4/50), las alteraciones del sistema inmune 16%(8/50),
el tratamiento con terapia de reemplazo hormonal 4%(2/50), el control de la natalidad 18%(9/50) con contraceptivos orales, el uso
de dispositivo intrauterino o de métodos de barrera, asi como, la utilizacién de ropa ajustada 18%(9/50) (datos no mostrados).

Por otra parte, la sensibilidad a fluconazol de las cepas de referencia se muestra en la Tabla 2 en la cual, es posible apreciar que

las diferentes especies de Candida muestran resultados de acuerdo con lo registrado por los dos métodos ensayados (81:82),

Tabla 2.: Valores de CMI obtenidos para las cepas control de calidad por los métodos CLSI M27-A2 y CLSI M44-A.

Cepas control Valores de CMI* Rangos de diametro MHAGAM** % Concordancia
referencia de
CMI* ug/mL de referencia** (mm) De los resultados
C albicans 8 28-39 33 100
ATCC 90028 (S) (S)
C glabrata 32264 128 NE*** 18 100
ATCC 90030 (R) (R)
C parapsilosis 0,5-4,0 32 22-33 33
ATCC 22019 (SDD) (S)
C. krusei 16,0264 32 NE*** 0
ATCC 6258 (SDD) (R)

*CLSI M27-A2 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
** CLSI M44-A Miiller Hinton Agar suplementado con glucosa 2% y Azul de Metileno 0,5ug/mL (MHAGAM)
***NE: No Establecido

La comparacion de la sensibilidad a fluconazol de las dos especies de Candida obtenidas como principales agentes etiolégicos de
CVV se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3.: Sensibilidad a fluconazol de Candida spp por los métodos CLSI M27-A2 y CLSI M44-A. CSAEA.

Especie|CMI* MHAGAM** % %
(n) (ug/mL) % en cada categoria % en cada Errores* IConcordancial
categoria
Rango|CMI50(CMI90| Media |Promediof S |SDD| R S |SDD| R Muy |Grave|Leve
eométrica grave
C. 1-128| 4 64 5,38 16,95 16 2 3 16 1 4 1 3 95,24
albicans
(21) (76,19)((9,54)|(14,25)((76,19)|(4,76)|(19,05)| (4,76) |(14,29)
C. 64-256| 128 | 256 145,73 164 0 14 6 1 7 6 0 1 57,14
glabrata
(100) |(42,86)((7,14)| (50,0) |(42,86) (7,14)
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*CLSI M27-A2 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

** CLSI M44-A Miiller Hinton Agar suplementado con glucosa 2% y Azul de Metileno 0,5u/L

En cuanto a la CMI de las 21 cepas C. albicans, el rango fue de 1-128, el 50% registré una CMI de 4,0 lo cual es considerado S,
en concordancia con ese valor se hallé la media geométrica, sin embargo la CMI90 y el promedio se aproximan a valores

considerados SDD, la frecuencia de la CMI de esta especie fue: 76,19%(16) S, 14,25%(3) Ry 9,54%(2) SDD.

Los resultados de las mismas cepas por el método de difusién revelaron 76,19%(16) S, 19,05%(4) Ry 4,76%(1) SDD; al comparar
los métodos se encontré 4,76%(1) errores muy graves y 14,29%(3) errores graves y un 95,24% de concordancia entre los

métodos.

Por otra parte, si bien las 14 cepas C. glabrata exhibieron valores de CMI que confirman su resistencia al farmaco, el método de
difusion reveld 50,00%(7) R, 42,86%(6) S y 7,14%(1) SDD lo que, al comparar los métodos se interpreta como 42,86%(6) de

errores graves y 7,14%(1) errores leves y una concordancia de 57,14%.

Todos los aislamientos de C.krusei (4) y la cepa control, resultaron por el método de referencia S y SDD, en cambio fueron
resistentes por el método de difusion, no encontrandose concordancia entre ambos métodos. Finalmente, unos pocos aislamientos
de C. parapsilosis y C. kefyr fueron SDD por el método de referencia y S por difusién, considerandose error leve y otros de C.

guillermondii 'y C. tropicalis fueron sensibles por ambos métodos (datos no mostrados).

Discusion

La CVV se ha reportado entre las primeras causas de infeccion vaginal en nuestro pais (5:3334)

paraddjicamente, no hay datos fidedignos acerca de su prevalencia debido a que no se realiza
el diagnéstico micologico de rutina en todos los centros publicos y privados del pais, lo que
incluye a la clinica de la sociedad anticancerosa del estado Aragua.

La prevalencia de CVV (19,39%) aqui encontrada es baja en relacién con la reportada en
Africa 49,2% y 57,3% @39, en Espaiia 24% ©, en Sur América 21,7% - 39% (4,36,37,38) y en
otros estados de Venezuela 22-24% ) sin embargo, supera la cifra registrada en el estado
(15,02%) por la Corporacion de Salud del estado Aragua (CORPOSALUD) para el periodo
2003-2007 (40); cifras que adicionalmente, revelan una prevalencia de 68,66% de leucorrea no
especifica que posiblemente, puede enmascarar casos de CVV no diagnosticados de manera
apropiada tal vez, por falta de acceso al diagnostico.

El predominio de C. albicans (42%) como agente etiolégico de la infeccién asi como la
emergencia de C. no albicans estad ampliamente documentado (11.17,36.4142) no obstante,
nuestros resultados revelan que las especies de C. no albicans la superan como grupo (56%),

lo que tiene precedente en nuestro pais (10 Es de resaltar un estudio previo, en Maracay, que

registré 68% de C. albicans y 32% de C. no albicans “2) enfatizando la emergencia de estas
ultimas en la etiologia de la CVV en la region, destaca la supremacia de C. glabrata, lo cual
coincide con diversas investigaciones (2.16,17,23374344)

En relacion con los signos y sintomas registrados, la presencia de flujo, prurito y ardor se hallé
asociado a la CVV (p: 0,002 Kruskal Wallis; 0,07 coeficiente de Goodman y Kruskal Tau), lo

que ha sido reportado (44),

sintomatologia referida con mayor relevancia como el motivo principal de consulta (4.537)
aunque, en éste estudio el principal motivo fue la pesquisa de cancer.

Es notable el grupo de mujeres con CVV (22,8%) que refiri6 haber padecido cuatro veces o
mas estos sintomas, en virtud, que esto insinta la posibilidad de sufrir de Candidosis
Vulvovaginal Recurrente (CVVR) 4 que en caso de ser real, es muy superior al 5 -10%
estimado previamente Mo que conduce a plantearse; si ello tiene conexion con la practica de
los médicos de la institucion de indicar simultdneamente tratamiento tépico y oral ante los
signos y sintomas, con la automedicacion declarada por estas mujeres u otras causas.

La posible CVRR se evidencia en casi todas las especies identificadas, cuya importancia
estriba, en que las infectadas por C. no albicans suelen ser menos sensibles a los tratamientos
con azoles (891523 |o que complicaria su manejo clinico en un episodio de CVV posterior, no
solo por la resistencia cruzada, sino por la resistencia a otros azoles incluso de administracion
topica vaginal que también ha sido reportada 62223 incluso con el voriconazol, triazol de ultima
generacion que no ha sido administrado ampliamente (5),

En otro orden de ideas, la edad entre 20 y 29 afios se revelé como factor de riesgo para CVV
(Z:-2,419; p:0,014, correlacion de Spearman 0,14), lo cual coincide con lo reportado por
Okungbowa y col. (2), se ubica dentro de la edad de la vida sexual activa, es interesante que el
segundo grupo en proporcion fueron las mujeres en la década de los 40 afios, probablemente,
en consonancia con el motivo principal de consulta que era la pesquisa de cancer de cuello
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uterino, algunos reportes no reflejan esta observacion®®.

Si bien la CVV es el resultado del desbalance de la flora vaginal, existen factores que conducen
a esta situacion (1), el tnico factor que mostro significancia estadistica asociado a la CVV fue el
consumo de antibidticos por tiempo prolongado (Correlacion de Spearman 0,147), los otros
factores investigados, por la pequefia cantidad de pacientes que los declard, no fue posible
establecer ninguna relacion con la infeccion en la muestra estudiada. Todos los factores se
correlacionaron con la prueba de Jonckheere-Terpstra o Kruskal Wallis resultando la
independencia entre las variables (p>0,05).

Por otra parte, para estandarizar la metodologia de difusién en agar ©2) por ser mas rapida,
facil y menos costoso, después de verificar la identificacion de las cepas de Candida para
ensayar los métodos de determinacion de la sensibilidad a fluconazol y controlar las
condiciones de cada técnica, se utilizaron cepas control ATCC cuyos resultados concuerdan

. Lo . A 26,45,46
plenamente con investigaciones llevadas a cabo con las mismas técnicas (26:45.46)

Los valores de la CMI obtenidos para C. albicans evidencian la aparicion de cepas Ry SDD en
la cuarta parte de estas, situacion que viene incrementandose aceleradamente 6.17) lo cual, se
evidencia en Aragua al comparar con un estudio que reporté 100% de sensibilidad a fluconazol
@7 que muestra el cambio en el perfil de sensibilidad a este antifingico en pocos afios, en
pacientes en su mayoria inmunocompetentes.

En relacién con los resultados de la técnica de difusion en agar, la elevada concordancia con
los obtenidos por el método de referencia de microdilucién; sugieren considerar esta técnica
como una alternativa para evaluar la sensibilidad a fluconazol de C. albicans, con excelente
capacidad predictiva, si se toma como criterio que la infeccién por un microorganismo sensible
in vitro responde al tratamiento adecuadamente en un 90% aproximadamente y las producidas

por organismos resistentes o tratados inadecuadamente en alrededor de 60% @),

En contraste con lo expuesto anteriormente, los resultados de las CMI de las cepas de C.
glabrata revelaron 100% R, lo que representa la tendencia global (792343) En cuanto a los
resultados por el método de difusion, la elevada discrepancia con respecto al método de
referencia ha sido reportada anteriormente en menor magnitud (24,45) atribuyéndose a
variaciones en las condiciones de la ejecucion de la técnica entre otras causas (21.2448) g
consecuencia, es necesario continuar trabajando para lograr la estandarizaciéon de los métodos
de determinacion de sensibilidad para las especies de C. no albicans.

De manera que, en el contexto de la poblacion del area de influencia de la clinica de la
sociedad anticancerosa de Maracay, es clara la necesidad de comenzar a monitorear los
perfiles de sensibilidad a los antifingicos utilizados en los esquemas de tratamiento tanto para
la CVV como para otras entidades clinicas causadas por especies del género Candida, debido
a las posibilidades reales de fallo terapéutico en episodios subsiguientes.

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
médicos, micélogos e investigadores de diversos ambitos, en virtud que, si bien se ha avanzado
en el diagndstico y tratamiento de la misma; no se ha resuelto constituye un problema con
muchas aristas para abordar en los afios venideros.
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