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RESUMEN

La vulvovaginitis por Candida spp. (VVC) se considera una condiciéon patologica
gue puede ser de transmisién sexual. Afecta millones de mujeres al afio, causa
incomodidad e interfiere con las relaciones afectivas y sexuales, asi como con el
rendimiento laboral. La VVC es producida por un crecimiento anormal de levaduras en la
mucosa genital femenina. Se caracteriza clinicamente por prurito vulvar intenso,
leucorrea, dispareunia, disuria, edema y eritema vulvar. El incremento en la frecuencia de
Candida no albicans se asocia tanto a factores del huésped como de los patégenos. En
general se observa un aumento de la incidencia de especies de Candida no albicans
comparado con C. albicans, algunas de estas especies como Candida glabrata y Candida
krusei, pueden ser resistentes a la terapia antiflngica con azoles. Objetivo: Determinar
las especies de Candida, sus patrones resistencia/susceptibilidad a los antifingicos y las
relaciones filogenéticas y de genética de poblaciones de los aislados obtenidos en
pacientes con episodios de vulvovaginitis que acudieron a la consulta externa de
ginecologia del “Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez". Material y métodos: Se
consideraran todas las pacientes mayores de 16 afios, que acudan a la consulta de
ginecologia por vulvovaginitis de repeticion y resulten positivas en el cultivo para
levaduras del género Candida. Resultados. Durante un periodo de nueve meses, se
recolectaron 88 exudados vaginales positivos a diferentes especies del genero Candida,
obtenidos de 79 pacientes. De las 88 muestras, 19 no contaron con las condiciones
necesarias para crecimiento de cultivo, extraccion y amplificacién de ADN; por lo cual se
analizaron 69, que pertenecen a 61 pacientes, presentando 55 pacientes con 1 exudado
positivo, seis pacientes (10% de la muestra) tenian mas de una muestra positiva en dos
tomas diferentes, de las cuales cuatro pacientes contaban con dos muestras positivas; un
paciente con tres y un paciente con cuatro muestras positivas a Candida spp. La edad
promedio de las pacientes al momento de la consulta fue 32 afios. La mayoria refiri6 vida
sexual activa; en relacion al nimero de parejas sexuales reportaron tener una pareja
sexual 32 (46%), dos 19 (28%), tres 13 (19%), cuatro 2 (3%), cero 2 (3%), siete una (1%).
En cuanto a los métodos anticonceptivos: Oclusidn tubaria bilateral (OTB) 22 (32%),
hormonales 9 (23%), preservativos 6 (9%), dispositivo intrauterino (DIU) 5 (7%),
histerectomia total abdominal (HTA) 5 (7%) y sin método anticonceptivo 22 (32%)
pacientes. En 24 (34%) de los cultivos vaginales se presentaron microorganismos
agregados. Utilizando medios cromégenos se reportaron C. albicans en 29 (42%),
Candida spp. 39 (57%) y C. glabrata 1(1%). El analisis filogenético molecular demostré un
predominio de C. glabrata en las pacientes con vulvovaginitis de repeticién, asi como
mayor resistencia in vivo e in vitro a los antifingicos, comparada con C. albicans. El
analisis de genética de poblacion evidencié poca variacion genética de los aislados
mexicanos comparados con los del resto del mundo.
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ABSTRACT

Candida spp. vulvovaginitis (CVV) is considered a pathologic condition usually
related with sexual intercourse. Millions of women are affected annually, suffering
discomfort, affecting emotional and sexual relations and impairment in work execution.
CVV is produce by abnormal development of yeast on female genital mucosa. Clinical
characteristic included intense vulvar pruritus, leucorrhea, dyspareunia, dysuria, edema
and vulvar erythema. The increase on Candida no albicans frequency has been
associated with host and pathogen factors. In general, an increased on Candida no
albicans incidence compared with C. albicans, have been observed and few species such
as, Candida glabrata and Candida krusei, could be resistance to antifungal treatment with
azoles. Objective: To determinate species of Candida presented in patients with
vulvovaginitis studied at Gynecologic Department of General Hospital “Dr. Manuel Gea
Gonzalez”, and the patrons of resistance/susceptibility to antifungical of these isolates,
plus phylogenetic and genetic population relations. Material and methods: all patients
older than 16 years old with clinical diagnosis of vulvovaginitis and confirmed by culture
were included. Results. During a period of 9 moths, 88 samples positive to Candida spp.,
were recollected, there were isolated from 79 patients. 19 samples were excluded
because culture don't growth or technical problems were presented during DNA extraction
or amplification; that is why, only 69 were analyzed, belong to 61 patients, 55 woman have
one positive results, whereas 6 patients (represented 10% of the sample) have more than
one culture positive from two independent examination, four of these had two positive
samples; one patient had three positive samples and other had four positive samples to
Candida spp. The age average of females at the moment was 32 years old. Most of them
have sexual partners, with one companion 32 (46%); two 19 (28%); three 13 (19%); four 2
(3%), seven 1 (1%), and without mate 2 (3%). In relation with use of anti-conception
methods, 22 (32%) females reported used of bilateral tubal occlusion (BTO), other
methods as hormones 9 (23%), condoms 6 (9%), intrauterine device (IUD) 5 (7%), total
abdominal hysterectomy (TAH) 5 (7%) and without method 22 (32%). Associated
microorganisms were presented in 24 (34%) of cultures. Phenotype identification using
chromogenic media reveled C. albicans in 29 (42%), Candida spp. 39 (57%) and C.
glabrata one (1%) patients. Phylogenetic analysis confirmed C. glabrata high frequency in
patients with more than one episode of vulvovaginitis. Moreover, these isolate shown more
in vivo and in vitro resistance to antifungal treatment, compared with C. albicans.
Population genetic analyzes reveled lack of genetic variation of C. glabrata isolated
compared with isolates from the rest of the world.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo a la organizacion mundial de la salud la vulvovaginitis por
Candida spp. (VVC) se considera una condicion patologica que frecuentemente
puede ser de transmision sexual. Afecta millones de mujeres al afio, causa
incomodidad e interfiere con las relaciones afectivas y sexuales, asi como con el
rendimiento laboral. La VVC es producida por un crecimiento anormal de
levaduras en la mucosa genital femenina. Se caracteriza clinicamente por prurito
vulvar intenso, leucorrea, dispareunia, disuria, edema y eritema vulvar. Cuando
existen condiciones favorables las levaduras vaginales pueden ser patégenas.
Diversos factores aumentan el riesgo, como la colonizacion previa por otras

levaduras, enfermedades o tratamientos inmunosupresores, etc.*

El incremento en la frecuencia de Candida no albicans se ha asociado tanto
a factores del huésped como de los patdgenos. Existen factores bien conocidos
como la inmunosupresion (HIV, tratamiento con esteroides o inmunomoduladores
en pacientes postransplantados, pacientes con cancer, diabetes o neutropenia).? ®
4 > También el uso frecuente de tratamientos antimicrobianos ha permitido el

incremento de las infecciones causadas por hongos.

Candida albicans es la especie mas recuperada en humanos, sin embargo

durante los ultimos 20 afios se han aislado nuevas especies de Candida tanto en
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pacientes con infecciones nosocomiales como en infecciones adquiridas en la
comunidad. En general se observa un aumento de la incidencia de especies de
Candida no albicans comparado con C. albicans, algunas de estas especies como
Candida glabrata y Candida krusei, pueden ser resistentes a la terapia antifangica
con azoles:® cabe destacar que pese a su nombre C. glabrata estd maés
relacionada desde el punto de vista filogenético con Saccharomyces cerevisiae

que con C. albicans.’

Historicamente C. glabrata se consideraba parte de la flora normal en
individuos sanos, sin embargo en la actualidad se clasifica como un patégeno
destacado, siendo de los reportados con mayor frecuencia en el grupo de Candida
no albicans. Las infecciones por C. glabrata pueden ser mucosas 0 sistémicas
(ejemplo inmunocomprometidos o diabéticos). C. glabrata es la Unica especie de
Candida que no presenta dimorfismo, por tanto las caracteristicas morfologicas del
patdbgeno no difieren entre su estado saprofito y patégeno. En general los
organismos pertenecientes al género Candida forman colonias blancas cremosas,
al microscopio se observan blastoconidias ovales. La ausencia de pseudohifas es
caracteristica de C. glabrata, otra caracteristica que ayuda a identificar a C.
glabrata en las infecciones vulvovaginales es la presencia de capsula.® En
CHROMagar se pueden identificar diferentes especies del genero Candida, en
este medio C. albicans produce colonias verdes; C. glabrata se identifica por

producir colonias que van del rosa intenso al magenta; mientras que C. tropicalis
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genera colonias purpura brillante y C. krusei color rosa palido (Figura 1). Otros
medios sélo permiten la distincion entre Candida albicans y Candida no albicans,
entre estos se encuentra el chromID™ Candida (bioMérieux) donde las colonias de

C. albicans se observan en color azul y las de Candida. spp en blanco.

o Wiy

C.albicans

C.krusei

Figura 1. C. albicans y Candida no albicans en medio CHROMagar.

Una caracteristica distintiva de C. glabrata es su genoma haploide
comparado con el genoma diploide de otras especies de Candida. C. glabrata
pertenece al grupo de Ilevaduras “petite-positive” (positivas pequefas),
caracterizadas por la pérdida parcial (rho-) o incluso la pérdida completa del
genoma mitocondrial (rho0), la cual no es letal para esta levadura. Desde el punto
de vista bioquimico se distingue por asimilar solo glucosa y trehalosa, ésto
asociado con un proceso evolutivo regresivo que involucro la pérdida de 29 genes
participantes en el metabolismo de la galactosa y otros azucares, asi como de

genes participantes en el metabolismo del nitrogeno, sulfuro y fosfato. En la

10
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actualidad se considera un linaje de levadura relacionado pero distante a C.
albicans, entendiéndose que ambos linajes evolucionaron de forma independiente
como patégenos.’ En estudios recientes, C. glabrata se encontré como la segunda
o tercera causa de candidiasis mucosa incluyendo vulvovaginitis. Como factores
de virulencia en C. glabrata se describié la produccion de proteinasa e
insensibilidad a factores medioambientales entre otros.'® En nuestra institucién en
el aflo 2013, se estudiaron 150 muestras de pared vaginal de pacientes
asintomaticas entre 15 y 77 afios, atendidas en el departamento de citologia
cervical, de las cuales el 47% presenté C. albicans, 26% C. krusei, 21% C.
glabrata y 15% C. tropicalis; datos que evidencian la presencia de Candida no

albicans en la poblacién general.™

Por otra parte, si bien se reconoce la importancia de las especie de Candida
no albicans como patégenos emergentes, se conoce poco de la epidemiologia de
los mismos. En los Estados Unidos de América, las vaginitis causadas por C.
glabrata representan entre el 5 a 10% del total.*? In vitro C. glabrata usualmente es
sensible a los diversos imidazoles, pero requiere concentraciones inhibitorias
medias (MICs) mayores a las efectivas habitualmente contra C. albicans, con
excepcion del fluconazol al cual muestra poca actividad in vitro y con frecuencia
franca resistencia in vivo. Sin embargo, in vivo los azoles diferentes al fluconazol
tienen una tasa de efectividad en vaginosis por C. glabrata del 50%. Con otras

opciones como el &cido borico en cépsulas se reportd una efectividad de 70%

11




Filogenia molecular y resistencia antifingica de especies de Candida aisladas de pacientes con vulvo-vaginitis con
atencion especial en los casos de repeticion

Dra. Hilda Sanchez Hernandez

utilizando 600 mg/dia por 14 dias, también se recomienda como tratamiento

nistatina o flucitosina OD por 14 dias.

2. MARCO DE REFERENCIA

La diferenciacion entre C. albicans y las Candida no albicans, no es posible
utilizando simplemente las caracteristicas macro y microscopicas de los cultivos,
sino que requiere de pruebas bioquimicas o de medios especiales que permitan
identificar caracteristicas especiales como el dimorfismo o la formacion de
blastoesporas. Para facilitar su rapida identificacion en los laboratorios clinicos, se
disefiaron métodos especiales como el medio CHROMagar, mencionado
previamente. Sin embargo estos métodos no identifican todas las especies de
Candida no albicans, por lo cual es importante considerar métodos altamente

sensibles y especificos como la identificacion molecular.

En la actualidad existen secuencias comunmente empleadas para
establecer especies y subespecies. La seleccién de dichas secuencias debe
considerar entre otros factores que los estudios de diversidad genética se
benefician analizando genes que muestran variacion ecologica relevante, mas que
marcadores aleatorios como los microsatélites.*®* Una secuencia frecuentemente

empleada y cuya utilidad es reconocida ampliamente es, el ITS (por sus siglas en

12
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inglés “Internal Transcribed Spacer” | y Il), estas regiones se ubican entre los
genes que codifican para las subunidades ribosomales 18S, 5.8S y 28S, dichas
subunidades son esenciales para la sintesis de proteinas y se encuentran
altamente conservadas, mientras que las regiones ITS al no ser codificantes
presentan menor presion selectiva y mayor variabilidad. La ITS-1l es util para
estudiar taxones estrechamente relacionados que divergieron hace menos de 50
millones de afios y se consideran como una de las mejores herramientas para el
andlisis de sistemética de especies y subespecies. Por otra parte la secuencia
comprendida por el ITS-I, el gen 5.8S e ITS-Il se ha utilizado para demostrar
diferencias entre especies. Por lo antes mencionado, en este estudio
consideramos la identificacion molecular de los aislados de Candida spp.,
utilizando el segmento que comprende las regiones conocidas como ITS-I e ITS-II,
asi como el DNA que codifica para las subunidades ribosomales 5S y 28S (Figura

2) 14

ETS ETS
— 188 e 5.8 = D1/D2 28S —

Figura 2. Ubicacion de los genes ribosomales 18S, 5.8S, 28S y de las regiones ITS-1 e ITS-II.

Las infecciones por Candida albicans son comunmente tratadas con drogas

antifingicas, las cuales inhiben la biosintesis de ergosterol. La C. albicans puede

13
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desarrollar resistencia a las drogas antifungicas (azoles) por varios mecanismos,
incluyendo las mutaciones enzimaticas codificadas por ERG11, la sobre expresion
de ERG11 y de otros genes son causas frecuentes de resistencia clinica a C.

albicans.®

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las dltimas décadas se reporté un incremento en la presencia de
Candida no albicans a nivel mundial. En México, se reportan como patdégenos
oportunistas en infecciones nosocomiales. En secreciones del tracto genital
femenino se encontraron presentes en pacientes asintomaticas. Sin embargo se
desconoce su incidencia en las pacientes con vulvovaginitis o si existe asociacion
con los casos de vulvovaginitis a repeticion. Por lo anterior, identificar las
especies de Candida presentes en nuestra poblacién es importante, ya que los
patrones de especiacion y las especies causantes pueden variar al estar influidos
por las condiciones del medio ambiente en cada localidad. En este contexto,
identificar las especies de Candida spp., presentes en las pacientes con
vulvovaginitis, estudiar su susceptibilidad y resistencia antifungica, sus relaciones
filogenéticas y su genética de poblacion en relacién a aislados de otros paises,
constituye informacién relevante para el manejo de las pacientes con

vulvovaginitis en especial en aquellos casos recurrentes.

14
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4. HIPOTESIS

Las pacientes con un unico episodio de vulvovaginitis por levaduras
presentaran como agente causal a C. albicans mientras que las pacientes con
vulvovaginitis de repeticion por levaduras presentaran mayor frecuencia de

especies pertenecientes al grupo de Candida no albicans.

5. OBJETIVOS

1. Determinar las especies de Candida presentes en las pacientes con
vulvovaginitis que acudieron a la consulta externa de ginecologia del
Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez.

2. Identificar las pacientes con vulvovaginitis de repeticion y las especies
de levaduras presentes en estos casos.

3. Conocer los patrones de resistencia y susceptibilidad a los antifingicos
de los aislados de Candida spp. obtenidos de pacientes con
vulvovaginitis de repeticion.

4. Establecer las relaciones filogenéticas y de genética de poblaciones de
los aislados obtenidos.

5. Determinar si existe asociacion entre la especie y los patrones de

susceptibilidad y resistencia antifingica.

15
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6. JUSTIFICACION

La vulvovaginitis es una causa frecuente de consulta ginecologica y se
estima que tres de cada cuatro mujeres (75%) padecen una infeccion por
levaduras,*® algunas pacientes presentan muiltiples episodios, lo que da origen al
concepto de vulvovaginitis de repeticion, en algunos casos la recurrencia se
asocia a factores del huésped como diabetes o tratamiento inmunosupresion, pero
en otros puede estar asociado a las caracteristicas de la levadura causante, por lo
cual es importante identificar con exactitud tanto la presencia de factores
predisponentes, como la especie del agente causal. En nuestra institucion en la
actualidad las levaduras provenientes de exudados vaginales se clasifican de
rutina con medios cromogénico que permiten solo la distincién entre C. albicans y
Candida spp., o C. no albicans; sin embargo, en estos casos en general, no se
identifican de rutina otras especies como C. glabrata, C. krusei, etc., (por motivos
de costos) ni se realizan las pruebas de susceptibilidad antifangica, por lo cual se
desconoce cuales son las levaduras asociadas, hecho que es importante
especialmente en los casos de repeticion. En este sentido, el presente trabajo
permitié la identificacion tanto de factores epidemiol6gicos como del agente

asociado a las vulvovaginitis de repeticion.

16
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Seleccidén de cultivos
positivos a Candida spp.
provenientes de paciente
con vaginitis
I
1 |
Llenado de la hoja de Cultivo en agar
captura de datos Sabourau
I
| |
; Extraccién de DNA
Fungi Test .(glrl'p;b;s de fingico y PCR para ITS y
suceptibiica los genes ribosomales
antiiGngica) 185, 5.85 Y 285
Elaboracién de matrices
de relacién entre los
datos de las pacientes y la] Construccién de arboles
caracterizacién de los filogenéticos y arbol de
hongos causantes redes

Figura 3. Flujograma del disefio experimental

8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Universo de estudio
Se seleccionaron del laboratorio clinico los cultivos positivos de pacientes
con diagnoéstico clinico y microbiolégico de vulvovaginitis por levaduras de abril

2015 hasta septiembre 2015.

8.2. Poblacién de estudio

17
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Se seleccionaron del laboratorio clinico los cultivos positivos para levaduras
del género Candida obtenidos de pacientes con datos clinicos de vulvovaginitis

desde abril de 2015 hasta septiembre 2015.

8.3. Tamaifio de la muestra
Se realizé por conveniencia de acuerdo al nimero de cultivos positivos para
levaduras del género Candida que se reportaron en el laboratorio clinico y que
provenian de pacientes con diagndstico clinico de vulvovaginitis, en el periodo de

estudio mencionado.

8.4. Criterios de seleccion
Cultivos provenientes pacientes con diagndéstico clinico de vulvovaginitis
gue presentaron crecimiento de colonias blancas cremosas compatibles con

levaduras del género Candida en agar Sabouraud.

8.5. Criterios de Inclusién
Se incluyeron todos los cultivos positivos para levaduras del género
Candida que presentaron crecimiento en medio cromogénico Blomerieux chromID
Candida, provenientes de pacientes con diagnostico clinico de vulvovaginitis
mayores de 16 afios que contaban con expediente clinico completo de modo que

pudiese obtenerse la informacion epidemioldgica general y la relacionada con los
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factores de riesgo como antecedentes gincoobstétricos (método anticonceptivo,

namero de parejas sexuales, etc.) y enfermedades previas.

8.6.  Criterios de eliminacién
Se eliminaran los cultivos pertenecientes a pacientes con expedientes
incompletos que no permitan obtener la informacion sociodemogréfica necesaria o
aguellas que presenten muestras contaminadas por otros microorganismos de las

cuales no se puedan recuperar las levaduras.

8.7.  Criterios de exclusion
Se excluiran las pacientes con tratamiento inmunosupresor (tratamientos
antifimicos, quimioterapia, antibioticoterapia prolongada, alquilantes,

antiretrovirales, metotrexato, etc.)

8.8. Variables

8.8.1 Variable independiente: especie de levadura.

8.8.2 Variable dependiente: patrén de resistencia antifungica.

8.8.3 Variables universales: género, edad, raza.

8.9. Definicién conceptual de las variables
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Especies identificados por método cromégenico
Se utilizdé el medio Biomerieux chrmID que permite la distincién
entre Candida albicans y Candida no albicans, donde las colonias de C.

albicans se observan en color azul y las de Candida spp en blanco.

Definidas por secuencias de nucledétidos de las regiones ITS (genotipo):
Para la identificacion molecular de organismos patdgenos se han
usado diferentes secuencias como blanco, entre ellas, genes de ADN
mitocondrial y genes que codifiquen para ARN ribosémico. Los genes de
ARNr 18s, 5.8s y 28s, son en esencia idénticos en longitud y secuencia
en todas las especies. Sin embargo, la longitud de la region ITS (internal
transcribed spacer, o espaciador interno del transcripto) depende de la
especie. La region ITS se localiza entre los genes de ARNr 18sy 28s, y
esta dividida en la region ITS1 entre los genes 18s y 5.8s; y la region
ITS2, entre los genes ARNr 5.8s y 28s. Por esta razon, son secuencias
gue se utilizan como marcadores moleculares para la identificacion de

géneros y especies de hongos.*

Especies Definidas por método/ equipo Vitek
El sistema Vitek 2 es un equipo que identifica y establece el
patron de sensibilidad de diversos microorganismos. La tarjeta YST del

sistema Vitek, permite identificar levaduras de importancia clinica y
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organismos relacionados a traves de 47 pruebas bioquimicas
fluorescentes, las cuales incluyen asimilacion de carbohidratos y &cidos
organicos y deteccion de oxidasas y arilamidasas. Diversos estudios
han demostrado que mediante este sistema se puede identificar
correctamente méas del 93% de las cepas analizadas en
aproximadamente 18 horas.'® Este método se utiliz6 como verificacion,

solo en las levaduras que se identificaron por PCR y secuenciacion.

Susceptibilidad y resistencia antifangica

In vitro la susceptibilidad a un antifingico en particular se define
como la falta de crecimiento del microorganismo infectante a una
concentracion especifica. Para los fines de este estudio, el patdgeno es
inhibido por una concentracion del agente antimicrobiano establecida de
acuerdo al método Fungi test de Bio-Rad, éste considera para cada
farmaco una concentracion alta y otra baja, si el microorganismo crece a
baja concentracion pero no en la alta del antifangico se considera
medianamente resistente, mientras que si crece en ambos pozos se
considera francamente resistente. A continuacion se comentan cada
uno de los antifungicos presentes en el fungitest (Figura 4) asi como las

concentraciones que utiliza:
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. Anfotericina B (AB) es un antifingico de uso parenteral y oral obtenido por
fermentacion del Streptomyces nodosus, un actinomiceto del suelo. La anfotericina
B esta quimicamente emparentada con la nistatina, siendo un antibiético poliénico.
La denominacién de esté antibiotico se debe a sus propiedad anféteras, debidas a
la presencia un grupo acido y de un grupo amino, lo que permite que el producto
sea relativamente soluble en agua.'® Se considera que una levadura es resistente
a la anfotericina en el test de susceptibilidad fungitest de Bio-Rad cuando presenta

cambio a rosado con concentraciones de 2 y 8ug/ml.

. Miconazol es un antifingico imidazdlico. Inicialmente desarrollado para
sustituir a la anfotericina B como un agente antifingico parenteral. pronto se
descubrié, que no solo no ofrecia la misma eficacia que la anfotericina B, pero
también poseia toxicidades intrinsecas después de la administracion V. Sin
embargo el miconazol se utiliza por via topica y por via vaginal para las
infecciones por hongos. Miconazol proporciona un alivio de los sintomas de la
candidiasis vaginal, infecciones de tifia o candidiasis cutdnea en unos 2-3 dias. La
resolucion completa de estas condiciones por lo general ocurre dentro de 1-4

1.¥° Encontrando resistencia a la misma en

semanas de tratamiento con miconazo
el test de suceptibilidad Bio-Rad cuando presenta cambio a rosado con

concentraciones de 0.5y 8ug/ml.
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. Ketoconazol farmaco antifingico de la familia de los imidazoles, activo por
via oral. Dentro del grupo de los imidazoles, entre los que se encuentran el
clotrimazol, fluconazol, itraconazol e imidazol, el ketoconazol tiene la propiedad de
inhibir la sintesis de los corticoides adrenales, si bien en dosis superiores a las que
tienen actividad antifingica.'® Encontrando resistencia a la misma en el test de
suceptibilidad Bio-Rad cuando presenta cambio a rosado con concentraciones de

0.5y 4 ug/ml.

. Itraconazol antifungico triazolico sintético, quimicamente emparentado con
el ketoconazol pero con menos efectos adversos. El itraconazol es activo frente a
los mismos hongos que el ketoconazol y fluconazol, pero es mas activo que estos
frente a los Aspergillus spp. En general, se utiliza por via oral, pero también existe
una formulacion parenteral que se utiliza en el tratamiento de las dermatitis,
onicomicosis y aspergilosis que no responden a la anfotericina B.*? Encontrando
resistencia a la misma en el test de suceptibilidad Bio-Rad cuando presenta

cambio a rosado con concentraciones de 0.5 y 4ug/ml.

. Fluconazol antifungico sintético de la familia de los imidazoles, que se
puede administrar por via oral e intravenosa. Su espectro de actividad es mayor
que el de otros antifungicos imidazolicos incluyendo el miconazol, el ketoconacol o
el clotrimazol. Ademas, el fluconazol es mas resistente al metabolismo hepético de

primer paso, es menos lipofilico y se une menos a las proteinas del plasma, por lo
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que tiene una mayor biodisponibilidad.*® Encontrando resistencia a la misma en el
test de suceptibilidad Bio-Rad cuando presenta cambio a rosado con

concentraciones de 6 y 64 ug/ml.

. 5 fluorocitosina antifungico activo por via oral, con una estructura de
pirimidina fluorada, parecida a la fluoruracilo; la flucitosina penetra en las células
de los hongos donde es desaminada a fluoruracilo mediante una enzima
denominada citosina desaminasa. Las células de los mamiferos son incapaces de
producir esta conversion. El fluoruracilo compite con el uracilo interfiriendo con la
sintesis de los nucledtidos pirimidinicos e interrumpiendo la sintesis del ADN y de
las proteinas. La flucitosina también puede ser convertido a &cido
fluorodeoxiuridilico que inhibe la enzimas timidilato sintasa y que también
interrumpe la sintesis del ADN.*® Encontrando resistencia a la misma en el test de
suceptibilidad Bio-Rad cuando presenta cambio a rosado con concentraciones de

2y 32 ug/ml.
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Diagram of the microplate

aaies T+ =  Paositive control

5FC =  5-fluorocytosine (2-32 pg/ml)
) AB =  amphotericin B (2-8 pg/ml)
E e MCZ =  miconazole (0.5-8 pg/ml)
%@% KET =  kétoconazole (0.5-4 pg/ml)
=g IR =  itraconazole (0.5-4 pg/ml)

A= ™ FLU 2 fluconazole (8-64 pg/ml)

g 3 IEE T- = Negative control

Figura 4. Esquema que representa la distribucion de los antifingicos en los pozos en la prueba de fungitest. (Tomado de la

péagina oficial http://www.techmicrobio.eu/documentation_fabricants/Biorad%20diagnostics%20pasteur/pdf/60780.pdf)

8.10 Manejo de los aislamientos de Candida spp.
Dado que las levaduras del género Candida se clasifican como hongos
patdbgenos oportunistas correspondientes a agente biolégico del grupo 2, se
siguieron las normas generales para laboratorios con nivel de contencion 2, asi

como la NOM-010-STPS-1999.

8.11 Comprobacion de las caracteristicas fenotipicas
Para observar las caracteristicas de la colonia fungica todos los aislados se
sembraron en agar Sabouraud (Bioxon) con 100mg/ml de cloranfenicol a 25°C
durante 5 dias. Se observaron las caracteristicas macroscopicas (textura, color) y
microscopicas de los cultivos en fase de levadura, para la observacion

microscoépica se realizaron tinciones con azul de lactofenol, KOH al 10% y negro
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de calcofluor. Un pool de las colonias obtenidas en cada plato se cultivd en medio
cromogénico para Candida de Blomerieux chromID Candida, lo que nos permitié

diferenciar todos los aislados en Candida albicans o Candida no albicans.

8.12 Aislamiento y purificacion de DNA
Para la extraccion de DNA de las muestras fungicas se utilizo la técnica
fenol/cloroformo/alcohol iso-amilico, la cual se estandarizé en el Departamento de
Ecologia de Agentes Patdgenos para Sporothrix spp.?° EI ADN extraido se

preservara a -20°C hasta su uso posterior.

8.13 Disefio de Iniciadores
Se utilizaron el par de iniciadores universales especificos para hongos
denominados ITS1 e ITS4, forward 5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3" y
reverso 5-TCC TCC GCT TAT GAT AT-3 respectivamente, éstos
oligonucledtidos fueron verificados en el GenBank utilizando la herramienta

BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearch), la cual

permite la comparacion de los oligos con secuencias de ADN gendomico de
Candida spp. y hongos cercanos filogenéticamente reportados en esa base de
datos. Estos cebadores permiten la amplificacion de la region que comprende las
subunidades ribosomales 18S (secuencia parcial), 5.8S y 28S (secuencia parcial),
asi como de las regiones intergénicas ITS-I e ITS-ll, poseen temperaturas de

alineamiento 62°C y 61°C respectivamente. (Figura 2)
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8.14 Amplificacion por PCR
Se utilizé6 el equipo MaxyGene Thermal Cyclers modelo THERM-1000

(www.appliedbiosystems.com), para la amplificacion de la regién del 18S-

ITS1.5.8S-ITS2, se utilizdé 4 uL de MgCl,, con 0.125 U/uL de Tag DNA polimerasa

(Promega, Madison, WI).

8.15 Secuenciacion
Los productos amplificados del PCR se extrajeron directamente de los geles
de agarosa al 1%, con QIAquick gel extraction kit (QIAgen cat 28706) y se
secuenciaron los fragmentos de DNA obtenidos, con un secuenciador automatico

ABI Prism 310 (www.appliedbiosystems.com).

8.16 Alineamiento de las secuencias y analisis filogenético
Las secuencias obtenidas de Candida spp., se procesaron usando el

programa BioEdit v7.0.5 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) para

verificar que no existieran errores en el proceso de la secuenciacion y para
obtener las secuencias consenso, asimismo cada una de las secuencias fue

analizada con la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para

corroborar su identidad genética. Posteriormente, se realizé el alineamiento

multiple con el software Clustal W v2.0% y se ejecutd ajuste manual usando el

programa MEGA v5.%2 23
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Para calcular el modelo de evolucion se manejo el programa Model test
v3.7,* el mejor modelo para ambos genes resulté ser Tamura-Nei considerando
tasas gamma (TrNef+G). Para la reconstruccion filogenética se usaron inferencias
bayesianas, el anélisis se realizé con el software MrBayes v3.2.*?° Los arboles
con valores menores a la fase estacionaria (burnin) se descartaron del analisis,
mientras que aquellos que alcanzaron la fase estacionaria se seleccionaron para

la construccion del arbol consenso.?’

8.17 Genealogias
Para el andlisis de redes haplotipicas se crearon redes de haplotipos
“unrooted statistical parsimony” las cuales se generaron utilizando el software
Network v5. Estas redes se anidaron de acuerdo a las reglas de “Median-Joining
networks”, en las cuales el estatus interior se considera un clado/haplotipo y los

haplotipos ancestrales tienen prioridad sobre los haplotipos perdidos.?®

8.18 Pruebas de susceptibilidad antifungica
Se utilizo el sistema de determinacién de susceptibilidad antifungica fungi
test — BIORAT numero de cat. 60780 (Sanofi Diagnostics Pasteur), siguiendo las

especificaciones del fabricante, el cual se describio previamente.

8.19 Anéalisis estadistico
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Utilizamos el programa estadistico SPSS v.20.0 para Windows (IBM Corp.
Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM
Corp.) Para el andlisis descriptivo se aplicaron medidas de tendencia central y de
dispersion, asi como proporciones. Para el andlisis de correlacion utilizamos Rho
de Spearman y correlacion de Pearson de acuerdo al tipo de variable.
Consideraremos significancia estadistica con p <0.05 y para el objetivo secundario

IC.

9. RESULTADOS

9.1 Aislamientos y variables epidemiolégicas

En el estudio se incluyeron todos los aislamientos identificados en el
laboratorio clinico como Candida spp. que se hubieran tomado de secreciones
vaginales de abril 2015, hasta septiembre 2015. Una vez identificados los
aislamientos se buscaron los expedientes correspondientes a las pacientes de las
cuales se obtuvieron las muestras, se verificO que la muestra se solicitd por
presentar datos clinicos de vulvovaginitis y se tomaron del expediente los datos de
identificacion, con objeto de llenar la hoja de captura de datos. Los cultivos se
transportaron para su caracterizacion molecular (identificacion por PCR), al
departamento de Ecologia de Agentes Patdgenos. Durante el periodo sefialado se

recolectaron del laboratorio clinico de microbiologia 88 exudados vaginales
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positivos a diferentes especies de Candida, (Figura 5) los cuales

corresponden a 79 pacientes.

Figura 5. Cultivos en agar Sabouraud correspondientes de acuerdo a la identificacién molecular a: a. Candida albicans b. C.

glabrata, indistinguibles en este medio.

De las 88 muestras, 19 no contaron con las condiciones necesarias para
crecimiento y estudio de ADN, por lo cual se analizaron 69 exudados, que
pertenecen a 61 pacientes, presentando 55 pacientes con un exudado positivo y 7
pacientes contaba con al menos 2 exudados vaginales positivos para levaduras;
de estas 4 pacientes presentaron dos (n=2) muestras positivas, una paciente tenia
tres (n=3) y solo una paciente contaba con cuatro (n=4) muestras positivas a
Candida spp. Llama la atencion que utilizando los medios cromogénicos se reporta
mas frecuentemente Candida spp.; utilizando la identificaciéon molecular y por vitek
en los episodios multiples, C. glabrata es el tipo de Candida mas frecuente dentro
de este grupo, la cual presentod resistencia a antifingicos que se comenta mas

adelante.
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TIPO DE CANDIDA ENCONTRADA EN
EXHUDADOS VAGINALES UTILIZANDO METODO
CROMOGENICO BIOMERIEUX CANDIDA

B C. albicans @ Candida spp B Mixtos

4%

Figura 6. Tipo de Candida encontrada en exudados vaginales identificadas con método cromogénico.

Las pacientes estudiadas presentaron una edad promedio de 32 mas
menos dos afios, con una mediana de edad de 35 afos. En cuanto al estado civil,
31 refirieron estar casadas representando el 45% de la muestra, 18 reportaron
estar solteras (26%), en union libre 17 mujeres (25%), divorciadas dos (3%),
viudas una (1%). En relacion al nUmero de parejas sexuales con una pareja sexual
32 (46%), dos 19 (28%), tres 13 (19%), cuatro 2 (3%), cero 2 (3%), siete 1 (1%).
En cuanto al método anticonceptivos utilizado en las pacientes que presentaron
Candida spp., encontramos 22 (32%) pacientes con oclusion tubaria bilateral
(OTB), nueve (23%) utilizaban método anticonceptivo hormonal, seis (9%)
preferian el uso de preservativos, cinco (7%) tenia colocado un dispositivo
intrauterino (DIU), mientras que cinco (7%) se habia realizado una histerectomia
total abdominal (HTA), por ultimo 22 (32%) no wusaban ningdn método
anticonceptivo; observandose con menos frecuencia en las pacientes que utilizan

métodos de barrera al comparar con otros métodos (Tabla 1).
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Tabla 1. Variables principales del estudio.

Variable n=61 Porcentaje (%)

Edad, afos 32.2+14.9

Estado civil
- Casada 31 45
- Soltera 18 26
- Uniodn libre 17 25
- Divorciada 2 3
- Viuda 1 1

Parejas sexuales
-1 32 46
-2 19 28
- 3 13 19
- 4 2 3
-0 2 3
-7 1 1

Método anticonceptivo
- Ninguno 22 32
- OTB 22 32
- Hormonales 9 23
- Preservativos 6 9
- DIV 5 7
- HTA 5 7

Candida reportada por cultivo en

medio de Blomerieux chromID
- C. albicans 28 41
- C.ssp 38 55
- Mixtos 3 4

Presencia de agente agregado 25 31
- VPH 4 S
- Klebsiella spp. 2 2
- Escherichia coli 2 2
- Ureoplasma spp. 16 20
- Gardenella spp. 4 5
- Molusco 2 2
- Enterococo fecalis 1 1
- Streptococcus agalactie 1 1

Condiciones agregadas
- Embarazo 24 36
- DM2 18 27
- Miomatosis uterina 3 4
- LIEBG (Lesi6n intra 3 4

epitelial de bajo grado)

- Patologia cervical 4 6
- Sangrado uterino 4 6

anormal
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Aplicamos t de student para muestras independientes para analizar la edad
y el numero de parejas sexuales con los episodios Unicos y los de repeticion
encontrando una media de edad de 34 afios en los episodios Unicos y de 42 en los
episodios de repeticion, asi como una media de 1 pareja sexual en episodios
Unicos y de repeticidn. Al realizar una prueba de varianza unidireccional
obtenemos una significancia de la razén F con un valor de P de 0.809 en la edad y
de 0.002 en el numero de parejas sexuales, lo que indica asociacion con
significancia estadistica entre el nimero de parejas sexuales y los episodios de
repeticion. Al calcular la desviacion tipica de las muestras encontramos que la
edad presenta valores dispersos de acuerdo a la media y el niumero de parejas

sexuales se encuentra proximo a la misma (Tabla 2).

Tabla 2. Prueba de muestras independientes. T de student y varianza

unidireccional.

Variables | NUmero de Media | Sig. F | GL | Desviacion
episodios tipica
Edad Unico 34 0.809 |67 |[115
Multiple 42 7.8 |10.10
Parejas | Unico 1.44 |0.002 |67 |0.643
sexuales | Mdltiple 1.14 10.4 | 0.378

Sig. F = Significancia de razén F, GL = grados de libertad de razén F.

Encontramos que el numero de parejas sexuales se asocia con los

episodios de repeticién con una p= 0.002. Lo que coincide con la literatura ya que
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se reporta asociacion con la promiscuidad y en especial con algunas practicas

sexuales como el sexo oral y anal.?®

Se aplica prueba de chi cuadrada de Pearson al método de planificacion
familiar, estado civil, condicién asociada al episodio de Candida y tipo de Candida
aislada comparando cada una de ellas con episodios Unicos y episodios multiples,
encontrando significancia en todos los grupos de variables, por lo cual se realizé
conteo de cada una de ellas comparandolas con episodios Unicos o multiples, para

encontrar la asociacion significativa.

En cuanto a los métodos de planificacion familiar encontramos que tanto los
episodios Unicos como los multiples se presentan con mayor frecuencia en
pacientes con oclusién tubaria bilateral (OTB) y pacientes que no cuentan con

método de planificacion familiar (Figura 7 y tabla 3).
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METODO DE PLANIFICACION FAMILIAR

HTA b 5
DIy | s
Preservativos G
Hormonales _ 9
oTp (G 22
Sin método _ 22

Figura 7. Tipo de método de planificacion familiar encontrado en pacientes con exudados vaginales identificadas con
método cromogénico positivos a especies de Candida; (OTB= Oclusién Tubaria bilateral; HTA= histerectomia total

abdominal; DIU dispositivo intrauterino)

Tabla 3. Método de planificacion familiar, nGmero de pacientes con episodios de

vulvovaginitis Unico vs multiple.

Método de Tipo de episodio
planificacién | Unico Mdltiple
familiar

OoTB 20 2
Sin método 20 2
Hormonales 8 1
Preservativo 5 1
DIU 4 1
HTA 5 0

OTB= Oclusion tubaria bilateral; DIU = dispositivo intrauterino; HTA = histerectomia total abdominal
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En cuanto al estado civil los episodios Unicos se presenta mas en pacientes
casadas, en las pacientes con unién libre se presentan con més frecuencia los

cuadros de repeticion (Tabla 4).

Tabla 4. Estado civil, conteo por episodios

Estado civil Tipo de episodio
Unico Mdltiple
Casada 30 1
Soltera 16 1
Union libre 14 4
Divorciada 2 0
Viuda 0 1

Los episodios Unicos se presentan comunmente en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, los episodios de repeticion se presentaron mas comunmente en
embarazadas. Lo cual se relaciona con lo ya comentado en la literatura ya que las
infecciones vulvovaginales por microorganismos del género Candida cuentan con
factores desencadenantes o coadyuvantes como diabetes mellitus mal controlada,
% dietas ricas en azucares; ** asi como también se report6 la relacién con estados
hiperestrogénicos como el embarazo, sobre todo a partir del tercer trimestre, ** y la

toma de ACO con altas dosis de estrégenos (Tabla 7). *
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Tabla 5. Condicion asociada, conteo por episodios

Condicion | Tipo de episodio
asociada Unico Maltiple
Embarazo 22 2
DM2 15 3
Pat. 4 0
Cervical

SUA 3 1
Pat. 2 0
Mamaria

Sin 9 1
condicion

agregada

DM2 = diabetes mellitus 2; Pat. Cervical = patologia cervical; SUA = sangrado uterino anormal; Pat. Mamaria = Patologia

mamaria

CONDICION AGREGADA

Patologia cervical
Varios

No

DM2

Embarazo

Figura 8. Grafica de la condici6n asociada en pacientes con exudado vaginal positivo a especies del género Canida
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Tabla 6.Tipo de Candida asociada, identificada con medio cromogénico de

Blomerieux chromID; conteo por episodios.

Tipo de Tipo de episodio
Candida Unico Mdltiple
asociada

C. albicans 28 0

C. no albicans 34 7

De las 7 pacientes que presentan vulvo-vaginitis de repeticion 15 cultivos
con medio cromogénico reportaron Candida spp. y dos se reportaron como
Candida glabrata (en estos casos se usé Chomoagar), de todos los cultivos
obtenidos en los cuadros de repeticion se realiza examen molecular,

encontrandose en catorce (14) casos los Candida glabrata y uno C. krusei. Tabla 7

En cuanto a agentes agregados en los cultivos vaginales se presentaron 45
(65%) sin agentes agregados y 24 (34%) con los siguientes microorganismos,
siendo el més prevalente Ureaplasma en 20%(n=16), seguido por Gardenella
vaginalis y VPH en 5% (n=4), asi como otros encontrados con menor frecuencia:
Escherichia Coli, Molusco contagioso, Klebsiella spp, Enterococcus Fecalis,
Streptococcus Agalactie. El tipo de Candida reportado en los 69 cultivos C.
albicans en 29 (42%), Candida spp. 39 (57%) y C. glabrata 1(1%). La literatura
reporta que es frecuente la asociacion de vulvovaginitis candidiasicas de
repeticion y otras infecciones entre las que se reportan tricomonas, vaginosis

principalmente. **
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Tabla 7. Asociacion entre el tipo de Candida reportada por cultivo y su evaluacion

molecular final.

NUMERO DE EPISODIOS DE TIPO DE CANDIDA REPORTE
CASO REPETICION REPORTADA POR MOLECULAR
ASIGNADO METODO
CROMOGENIC
1 4 Candida spp. Candida glabrata

Candida spp.
Candida glabrata
Candida glabrata

Candida glabrata
Candida glabrata
Candida glabrata

2 2 Candida spp. Candida glabrata
Candida spp. Candida glabrata
3 2 Candida spp. Candida glabrata
Candida spp. Candida glabrata
4 2 Candida spp. Candida glabrata
Candida spp. Candida krusei
5 2 Candida spp. Candida glabrata
Candida spp. Candida glabrata
6 3 Candida spp. Candida glabrata
Candida spp. Candida glabrata
Candida spp. Candida glabrata
maés co-infeccion por
C. albicans
7 2 Candida spp. Candida glabrata
C. albicans mas co-infeccion por
C. albicans
o
AGENTE AGREGADO A LA INFECCION
el
E.Coli 2
Gardenella 4
VPH 4
Otros _ 6
Ureaplasma — 15

Figura 9. Grafica de agentes vaginales agregados a la infeccion por Canida
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9.2 Andlisis filogenético y genealogias

Para el analisis filogenético se incluyeron 24 aislamientos y 17 secuencias
de referencia obtenidas del GenBank Database (Figura 6), los aislados provenian
de 14 pacientes, dado que 17 muestras (tabla 9) provienen de 7 pacientes quienes
presentaron vulvovaginitis de repeticion. En el episodio 2 del caso 7 el cultivo
obtenido presento crecimiento de dos colonias diferentes en el medio cromogénico
(se observaron tanto colonias blancas como azules), estas se resembraron y
procesaron de forma independiente (cultivo 7 y 7b), con el analisis molecular se
confirmo la presencia de dos especies de Candida, C. albicans y C. glabrata por
tanto la paciente en cuestion presento co-infeccion. En total se identificaron con la
region ITS diez (41.66%) aislamientos correspondientes a C. albicans, doce (50%)
se identificaron como C. glabrata, uno como C. utilitis (4.16%) y otro como C.
krusei (4.16%), en general los aislados de C. albicans y C. utilitis provenian de
pacientes con unico episodio de vulvovaginitis (salvo el aislado en coinfeccién con
C. glabrata), mientras que los aislados reportados como C. glabrata y C. krusei se

obtuvieron de pacientes con vulvovaginitis de repeticion (Figura 10 Y 11).
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IDENTIFICACION MOLECULAR

Candida utilitis

Candia krusei

Candida albicans

|
|

Candida glabrata - [——
|

0 2 4 6 8 10 12 14 16
R " Candida albicans Candida glabrata Candia krusei Candida utilitis
8 [dentificacién molecular 8 14 1 1

Figura 10. Grafica de reporte molecular de especies de Canida
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KP675498
KJ451685
KP675309

| Hzdmegg 32
KJ451683

| Hzdmgg 06

[ Hedmez 08 C. albicans

FI662410 C. fropicalis

FI662409

99 Q180288 C. parapsilosis

—{ cqasoss parap

— HHMH,_M:’I Pichia jadini sinonimia

— KP943131 C. utilitis
JN391287

—

L Hzdmep 54

99 KF018556 Saccharomyces cerevisine

Hgdmeg 11

Hedmgg 13

Hzdmgg 53

Hgdmeg 16

Hedmgg 09

Hgdmeg 38

Hgdmeg 20

— KF728797
KI009319 C. glabrata
KC408954

KI7936093

Hzdmeg 50

Hezdmzg 37

Hedmez 07

Hedmeg 39

, . Hedmee 15

0 KIL936002

. krusei

Figura 11. Arbol filogenético realizado con la regién que comprende los genes ribosomales (18S secuencia parcial, 5.8S y
28S secuencia parcial) y las regiones intergénicas ITS1 y ITS2. Las secuencias sefialadas como Hgdmgg representan los
aislamientos obtenidos en el hospital, las secuencias de referencia esta sefialadas por su nimero de ascenso al GenBank

Data Base.
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Por otra parte en el arbol de redes haplotipicas realizado para C. albicans,
que incluyo mas de 100 secuencias de referencias, revel6 un Unico haplotipo que
agrupa la mayoria de las secuencias de referencia, asi como los aislados
mexicanos mientras que se observan escasas secuencias en la periferia de este
centro de dispersion, lo que refleja minima (casi nula) variabilidad genética al
menos para esta region. En arbol de redes para C. glabrata igualmente se observa
poca variabilidad y se evidencia como los aislados presentes en humanos no se
diferencian de los obtenidos de otras fuentes animales, vegetales o del medio
ambiente (Figura 12). La escasa variabilidad en ambas especies probablemente

esta relacionada con la reproduccion asexual (por division binaria).
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Figura 12. Arbol de redes haplotipicas realizado con los aislados mexicanos de C. glabrata y secuencias de referencia

obtenidas del GenBank Data Base. Los colores representan el pais de origen, las figura representan la fuente de

aislamientos en los casos que se reportaron. En relacién a los aislamientos mexicanos todos provienen de humanos

(pacientes con vulvovaginitis).

Por dltimo en los aislamientos identificados por métodos moleculares se

realizd6 determinacién de susceptibilidad antifingica por el método comercial

colorimétrico, Fungitest (Tabla 2). En general los aislados de C. albicans muestra
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buena respuesta a los antifungicos, solo 2 aislados se reportaron resistente a
bajas concentracion de Itraconazol, mientras que 2 aislados de C. glabrata, asi
como uno de C. utilitis y otro de C. krusei mostraron resistencia con
concentraciones de miconazol e itraconazol de 0.5 ug/ml. C. utilitis y una muestra
de C. glabrata mostraron resistencia a miconazol a 5 ug/ml; mientras que C. krusei
presentd resistencia a las dosis bajas de itraconazol, miconazol y fluconazol. Otros
aislados de C. glabrata presentaron patrones de resistencia combinados que
incluian en dos casos resistencia al ketoconazol y en un Unico caso resistencia a

la anfotericina a dosis bajas (tabla 8).

Si relacionamos esta informacién con los datos moleculares, la evidencia

sugiere la preferencia de plasmidos de resistencia a antifimicos.
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Tabla 8. Aislamientos susceptibilidad antifungica.

Identificacion de especie

Antifungicos estudiados, cantidades sefialadas expresan concentracion en ug/ml

Cultivo Molecular FC | 5FC AB AB MCzZ | MCZ | KET | KET ITR ITR FLU | FLU Rep
2 32 2 8 5 8 5 4 5 4 8 64

Candida spp. | C. utilitis S S S S R S S S R S S S No
C. albicans C. albicans S S S S S S S S S S S S No
C. albicans C. albicans S S S S S S S S S S S S No
C. albicans C. albicans S S S S S S S S S S S S No
Candida spp. | C. albicans S S S S S S S S R S S S No
Candida spp. | C.glabrata S S S S S S S S R S S S No
Candida spp. | C.glabrata S S S S R S S S R S S S No
C. albicans C. albicans S S S S S S S S R S S S No
C. albicans C. albicans S S S S S S S S S S S S No
C. albicans C. albicans S S S S S S S S S S S S No
C. albicans C. albicans S S S S S S S S S S S S No
C. albicans C. glabrata S S S S S S S S S S S No
Candida spp. | C. kruseii 2 S S S R S S S R S R S No
Candida spp. | C.glabrata S S R S S S R S R S S S Si
Candida spp. | C.glabrata S S S S R S R S R S S S No
Candida spp. | C.glabrata S S S S S S S S R S S S Si
Candida spp. | C.glabrata S S S S S S S S R S S S Si
Candida spp. | C.glabrata S S S S S S S S R S S S No
Candida spp. | C.glabrata S S S S S S S S S S S S Si
Candida spp. | C.glabrata S S S S S S S S S S S S No

5FC: 5-fluorocitocina; AB: anfotericina B; MCZ: miconazol; KET: ketoconazol; ITR: itraconazol; FLU: fluconazol; REP: Repeticion
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DISCUSION

La diferenciacion entre C. albicans y las Candida no albicans, no es posible
utilizando simplemente las caracteristicas macro y microscopicas de los cultivos,
sino que requiere de pruebas bioquimicas o de medios especiales que permitan
identificar caracteristicas especiales como el dimorfismo o la formacion de
blastoesporas. Para facilitar su rapida identificacion en los laboratorios clinicos, se
disefiaron métodos especiales como el medio CHROMagar, mencionado
previamente. Sin embargo estos métodos no identifican todas las especies de
Candida no albicans, por lo cual es importante considerar métodos altamente

sensibles y especificos como la identificacion molecular.

El pH vaginal es casi siempre normal en las vaginitis por Candida y un pH
elevado sugiere un diagnostico alternativo con vaginitis mixtas. La destruccion del
balance microecoldgico puede causar inmunosupresion local y disbacteriosis
vaginal lo que contribuye a presentar episodios de vaginitis de repeticion o a
coinfecciones con otros microorganismos, igualmente algunas drogas antifingicas
causan la destruccion de la flora vaginal normal, el dafio secundario es dificil de
diagnosticar a corto plazo, por lo que al aplicar drogas antifungicas debemos

agregar probioticos en episodios de vaginitis por Candida de repeticion.
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Las infecciones por Candida albicans son comunmente tratadas con drogas
antifingicas, las cuales inhiben la biosintesis de ergosterol. C. albicans puede
desarrollar resistencia a las drogas antifungicas (azoles) por varios mecanismos,
incluyendo:

» Las mutaciones enziméticas codificadas por ERG11
» La sobre expresion de ERG11
» La sobre expresion del flujo que codifica las multidrogas,

Todas estas son causas frecuentes de resistencia clinica a C. albicans *°.

CONCLUSIONES

La infeccion por Candida es una enfermedad frecuente del aparato genital
inferior de mujeres. Entre las especies de Candida, C. albicans es la causa mas
frecuente de infecciones del aparato genital, pero las infecciones por especies
distintas de C. albicans estdn aumentando. Estos resultados se han explicado por
la resistencia a los tratamientos antimicéticos comunes con azoles o al uso de
farmacos no eficaces frente a las especies distintas de C. albicans, por lo cual se
recomienda realizar estudios de extension en pacientes que presentan vaginitis de
repeticion ya que puede tratarse de especies de Candida diferentes a C. albicas

resistentes a los tratamientos comunes, que pueden ser la causa de las vaginitis
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de repeticion en pacientes con los factores de riesgo ya mencionados

previamente.
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Tabla suplementaria: datos de las secuencias tomadas del GenBank data
base, que se utilizaron en el andlisis filogenético y en los andlisis de
genética de poblaciones.

Numero de Numero de

ascenso al . . . . referencia .

GenBank especie Pais de origen Aislado de original del Referencia.

aislado

AB467296 C. glabrata Taiwan Alga marina NT1109 24

AB467297 C. glabrata Taiwan Alga marina NTO0506 24

AB469380 C. glabrata Taiwan Alga marina NTO0508 24

AB861483 C. glabrata Brazil Homo sapiens Cg367 24

DQ242637 C. glabrata Spain homo sapiens cgl ¥

EF190223 C. tropicalis China Alga marina WC65-1 %

EF194844 Cyberlindnera China Alga marina WC91-2 3

saturnus
EU568909 Cybi{gi”n‘:i”era France homo sapiens CBS 621 40
Cyberlindnera . CNRMA

EU568927 adinii France Homo sapiens 200500811 31

FJ619278 C. albicans China Opacidad oral y ZA003 a
dental, Homo sapiens

FJ662389 C. albicans China Opacidad oraly ZA032 32
dental, Homo sapiens

FJ662390 C. albicans China Opacidad oral y ZA049 32
dental, Homo sapiens

FJ662391 C. albicans China Opacidad oral y ZA005 32
dental, Homo sapiens

FJ662392 C. albicans China Opacidad oral y ZA054 32
dental, Homo sapiens

FJ662393 C. albicans China Opacidad oral y ZA004 32
dental, Homo sapiens

FJ662394 C. albicans China Opacidad oral y ZA022 32
dental, Homo sapiens

FJ662395 C. albicans China Opacidad oraly ZA048 32
dental, Homo sapiens

FJ662396 C. albicans China Opacidad oral y ZA047 32
dental, Homo sapiens

FJ662397 C. albicans China Opacidad oral y ZA013 32
dental, Homo sapiens

FJ662398 C. albicans China Opacidad oral y ZA006 32
dental, Homo sapiens

FJ662401 C. albicans China Opacidad oraly ZA026 32
dental, Homo sapiens

FJ662402 C. albicans China Opacidad oraly ZA040 32
dental, Homo sapiens

FJ662403 C. albicans China Opacidad oraly ZA025 32
dental, Homo sapiens

FJ662404 C. albicans China Opacidad oral y ZA011 32
dental, Homo sapiens

FJ662405 C. albicans China Opacidad oral y ZA010 32
dental, Homo sapiens

FJ662406 C. albicans China Opacidad oral y ZA046 32
dental, Homo sapiens
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FJ662407 C. albicans China Opacidad oral y ZA008 32
dental, Homo sapiens
FJ662408 _pichia China Opacidad oral y ZA043 32
guilliermondii dental, Homo sapiens
FJ662409 C. tropicalis China Opacidad oral y ZA029 32
dental, Homo sapiens
FJ662410 C. tropicalis China Opacidad oral y ZA038 32
dental, Homo sapiens
FJ662411 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA007 32
dental, Homo sapiens
FJ662412 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA012 32
dental, Homo sapiens
FJ662413 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA031 32
dental, Homo sapiens
FJ662414 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA033 32
dental, Homo sapiens
FJ662415 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA036 32
dental, Homo sapiens
FJ662416 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA039 32
dental, Homo sapiens
FJ662417 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA044 32
dental, Homo sapiens
FJ662418 Candida China Opacidad oral y ZA037 32
ethanolica dental, Homo sapiens
FJ697166 C. tropicalis China Opacidad oral y ZA001 32
dental, Homo sapiens
FJ697167 C. albicans China Opacidad oral y ZA002 32
dental, Homo sapiens
FJ697169 C. albicans China Opacidad oral y ZA041 32
dental, Homo sapiens
FJ697170 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA015" 32
dental, Homo sapiens
FJ697171 pichia China Opacidad oral y ZA020 32
kudriavzevii dental, Homo sapiens
FJ697172 C. glabrata China Opacidad oral y ZB066 32
dental, Homo sapiens
Cyberlindnera Aguas contaminadas
FJ865435 jadinii (Pichia Argentina 9 , ; M9 2
N con tinte textil
jadinii)
Brazil. Rio de Hojas de cafa de
FN428886 C. glabrata Janeiro, ! IMUFRJ 51973 3
g azucar
Seropedica
GQ280287 Pichia China Opacidad oral y ZA016 32
guilliermondii dental, Homo sapiens
Q280288 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA017 32
dental, Homo sapiens
GQ280289 C. parapsilosis China Opacidad oral y ZA018 32
dental, Homo sapiens
GQ280290 Candida China Opacidad oral y ZA019 32
metapsilosis dental, Homo sapiens
Secreciones UOA/HCPF 44
GQ376081 C. glabrata Greece bronquiales 10207A
Especimen UOA/HCPF
GQ376082 C. glabrata Greece orofaringeo 0507 33
HM461654 Cyberlindnera Taiwan Materiales organicos | BCRC 22227 3
suaveolens
Oman, .
HQ014728 C. glabrata Homo sapiens WM10.109 33
Muscat
Oman, .
HQO014730 C. glabrata Homo sapiens WM10.111 33
Muscat
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HQ014735 C. glabrata Oman, Homo sapiens WM10.115 33
Muscat
Dargakona, Musa sp. cultivar AUS-LFB-MA- 5
JN093145 C. glabrata India Sapri colla YC4
JIN391273 C. dubliiniensis | Beijing, China | S2ngre periferica, PUMY001 4
Homo sapiens
IN391274 C.glabrata | Beijing, China | Frotis vaginal, Homo | o\ ;31605 35
sapiens
JIN391275 C.glabrata | Beijing, China | FrOtis vaginal, Homo | 5 ;\1vi603 35
sapiens
Sangre de cateter
JN391276 C. glabrata Beijing, China | venoso central, Homo PUMY004 35
sapiens
IN391277 C.glabrata | Beijing, China | Sangre periferica, PUMYO005 35
Homo sapiens
JIN381278 C.glabrata | Beijing, China | Sangre periferica, PUMYO006 35
Homo sapiens
Chorro medio de
JN381279 C. glabrata Beijing, China | orina limpia, Homo PUMYO007 35
sapiens
Fluidos de drenaje
JN391280 C. glabrata Beijing, China abdominal, Homo PUMY008 35
sapiens
JIN391281 C.glabrata | Beijing, China | S€crecines, Homo PUMY009 35
sapiens
IN391282 Meyerozyma | poiing china | S2ngre periferica, PUMY012 35
guilliermondii Homo sapiens
. Chorro medio de
Candida . L
JN391283 . : Beijing, China | orina limpia, Homo PUMY013 35
intermedia .
sapiens
IN391284 Kluyveromyces | goiing china | Secrecion nasal, PUMY014 35
marxianus Homo sapiens
pichia Pus abdominal
JN391285 kudriavzevii Beijing, China . PUMY015 35
) . Homo sapiens
(Candida krusei)
Pichia Chorro medio de
JN391286 kudriavzevii Beijing, China | orina limpia, Homo PUMY016 35
(Candida krusei) sapiens
pichia Sangre periferica,
JIN391287 kudriavzevii | Beijing, China gre periterica, PUMYO017 35
) . Homo sapiens
(Candida krusei)
IN391288 Candida | poiing China | T€iido de piel, Homo | 51018 35
metapsilosis sapiens
JIN391289 Candida Beijing, China | Frotis vaginal, Homo | o\ 1vo19 35
nivariensis sapiens
. Chorro medio de
Candida . U
JN391290 S Beijing, China | orina limpia, homo PUMY022 35
orthopsilosis -
sapiens
JN391291 C. parapsilosis | Beijing, China | pus, Homo sapiens PUMY024 35
Sangre de cateter
JN391292 C. parapsilosis | Beijing, China | venoso central, Homo PUMY025 35
sapiens
JIN391293 C. parapsilosis | Beijing, China | S2ngre periferica, PUMY026 35
Homo sapiens
Punta de cateter
JN391294 C. parapsilosis | Beijing, China | venoso central, Homo PUMYO027 35
sapiens
Chorro medio de
JN391295 C. parapsilosis | Beijing, China | orina limpia, Homo PUMY028 35
sapiens
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INB06246 C. albicans China Opacidad oral y ZA003a 30
dental, Homo sapiens

INB06247 C. albicans China Opacidad oral y ZA004a 30
dental, Homo sapiens

ING06248 C. albicans China Opacidad oral y ZA008a 30
dental, Homo sapiens

INB06249 C. albicans China Opacidad oral y ZA010a 30
dental, Homo sapiens

JINB06250 C. albicans China Opacidad oral y ZAOlla 30
dental, Homo sapiens

JIN606251 Lodderomyces China Opacidad oral y Za013a 30
elongisporus dental, Homo sapiens

IN606252 C. albicans China Homo sapiens, ZAOl4a 30

cavidad oral

JIN606253 C. tropicalis China Opacidad oral y ZA021 30
dental, Homo sapiens

ING06254 C. albicans China Opacidad oral y ZA022a 30
dental, Homo sapiens

JINB06255 C. albicans China Opacidad oral y ZA023a 30
dental, Homo sapiens

INB06256 C. albicans China Opacidad oral y ZA024a 30
dental, Homo sapiens

INB06257 C. albicans China Opacidad oral y ZA025a 30
dental, Homo sapiens

ING06258 C. albicans China Opacidad oral y ZA026a 30
dental, Homo sapiens

JIN606259 C. tropicalis China Opacidad oral y ZA030 30
dental, Homo sapiens

JINB06260 C. albicans China Opacidad oral y ZA032a 30
dental, Homo sapiens

ING06261 C. albicans China Opacidad oral y ZA034 30
dental, Homo sapiens

ING06262 C. albicans China Opacidad oral y ZA040a 30
dental, Homo sapiens

IN606263 C. albicans China Opacidad oral y ZAO41a 30
dental, Homo sapiens

Meyerozyma

ING06264 guilliermondii China Opacidad oral y ZA045 30

(Pichia dental, Homo sapiens
guilliermondii)

INB06265 C. albicans China Opacidad oral y ZA046a 30
dental, Homo sapiens

INB06266 C. albicans China Opacidad oral y ZA049a 30
dental, Homo sapiens

INB06267 C. albicans China Opacidad oral y ZA051 30
dental, Homo sapiens

ING06268 C. albicans China Opacidad oral y ZAO54a 30
dental, Homo sapiens

INB06269 C. albicans China Opacidad oral y ZAO57a 30
dental, Homo sapiens

INB06270 C. albicans China Opacidad oral y ZB0O1a 30
dental, Homo sapiens

INB06271 C. albicans China Opacidad oral y ZB002 30
dental, Homo sapiens

INB06272 C. albicans China Opacidad oral y ZB0O5 30
dental, Homo sapiens

ING06273 C. albicans China Opacidad oral y ZB006a 30
dental, Homo sapiens

ING06274 C. albicans China Opacidad oral y ZB008a 30
dental, Homo sapiens
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INB06275 C. albicans China Mucosa gastrica, ZB009a 30
Homo sapiens
INB06276 C. albicans China Mucosa gastrica, ZB01la 30
Homo sapiens

KF746415 C. albicans Brazil Homo sapiens, LMICRO502 a
cavidad oral

KF746425 C. albicans Brazil Homo sapiens, 36
cavidad oral

KJ739863 C. albicans United homo sapiens VPSA1 8

Kingdom

KP674535 C. albicans China Homo sapiens, B280A 30
cavidad oral

KP674545 C. albicans China Homo sapiens, dga 30
cavidad oral

KP674664 C. albicans China Homo sapiens, D135B 30
cavidad oral

KP674768 C. albicans China Homo sapiens, h69b 30
cavidad oral

KP675051 C. albicans China Homo sapiens, H316B 30
cavidad oral

KP675096 C. albicans China Homo sapiens, H346A 30
cavidad oral

KP675135 C. albicans China Homo sapiens, H372A 30
cavidad oral

KP675304 C. albicans China Homo sapiens, M115A 30
cavidad oral

KP675319 C. albicans China Homo sapiens M134B 30
cavidad oral

KP675322 C. albicans China Homo sapiens, M144A 30
cavidad oral

KP675420 C. albicans China Homo sapiens, M242A 30
cavidad oral

KP675421 C. albicans China Homo sapiens, B280A 30
cavidad oral

KP675505 C. albicans China Homo sapiens, M304b 30
cavidad oral

KP675506 C. albicans China Homo sapiens, M305A 30
cavidad oral

KP675541 C. albicans China Homo sapiens, M324B 30
cavidad oral
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