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Resumen: Este estudio evalué mujeres sintomdticas con infeccién vaginal fungica de
cuatro comunidades rurales del municipio Caripe, estado Monagas, Venezuela, con el
objetivo de identificar las especies involucradas y su sensibilidad a antimicéticos. Las
especies de Candida se identificaron con el uso de CHROMagar Candida®y APT AUX
20°. Adicionalmente se evalué la susceptibilidad in vitro al fluconazol por el método
de difusién en agar (CLSI, M44-A2). La prevalencia de vulvovaginitis micdtica fue de
23/86 casos (26,7%) entre mujeres de 15 a 60 afios. Candida albicans fue la especie
causal mds comun entre las pacientes (39,1%). Sin embargo, otros agentes aislados
dentro del mismo género Candida dominaron (65,2%) y también fueron identificados:
Complejo C. glabrata (4/23; 17,4 %), C. tropicalis (4/23; 17,4 %), Complejo C.
parapsilosis (3/23; 13,1 %), C. guilliermondii (2/23; 8,7 %), C. krusei (1/23; 4,3%) y
un caso de infeccién combinada de C. albicans con C. krusei (1/23). No se observé
diferencia estadistica entre los sintomas y las especies fungicas; el eritema vulvovaginal
se presentd en todas las mujeres infectadas. Més de la mitad de las levaduras aisladas
(15/23) fueron sensibles a fluconazol. En esta muestra poblacional, los aislados Candida
albicans y C. guilliermondii fueron 100% susceptibles a fluconazol, mientras que la
cepa C. krusei aislada en la infeccidon mixta fue resistente a fluconazol. Otras especies,
como C. tropicalis (4/23), Complejo C. glabrata (2/23) y Complejo C. parapsilosis
(1/23), presentaron susceptibilidad dosis dependiente al fluconazol. En las evaluaciones
ginecoldgicas de pacientes de procedencia rural o urbana, con impresién clinica de
vulvovaginitis micdtica, debe implementarse la practica del estudio microbioldgico de la
secrecién vaginal.

Palabras clave: Candida spp, Candida albicans, candidosis vaginal, fluconazol.
Abstract: This study evaluated patients with symptomatic vaginal fungal infection in
a rural area of Caripe Municipality, Monagas state, Venezuela, aiming to identify the
species involved and their sensibility to antimicotics. Identification of species of Candida
yeast was made with the use of CHROMagar Candida®and APTAUX 20°. Additionally,
in vitro susceptibility to fluconazole was evaluated by the agar diffusion method (CLSI,
M44-A2). The prevalence of vaginal candidiasis was 23/86 cases (26.7%) among women
15 to 60 years. Candida albicans was the most common species among patients (39.1%).
However, other isolated agents within the same genus Candida dominated (65.2%)
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and were identified: Complex C. glabrata (4/23; 17.4%), C. tropicalis (4/23; 17.4%),
Complex C. parapsilosis (3/23; 13.1%), C.guilliermondii (2/23; 8.7%), C. krusei (1/23;
4.3%) and one episode of mixed infection with C. albicans and C. krusei (1/23). No
statistical difference was observed between symptoms; vulvovaginal erythema occurred
in all infected women. More than half of the yeasts (15/23) were sensitive to fluconazole.
In this population sample, isolates of C. albicans and C. guilliermondii were 100%
sensitive to fluconazole, while the C. krusei strain (1/23) isolated from a mixed infection
was resistant to this antimicotic. Other species, like C. tropicalis (4/23), C. glabrata
(2/23) and Complex C. parapsilosis (1/23) showed dose-dependent susceptibility to
fluconazole. In gynecological evaluations of patients from rural or urban communities,
with clinical picture of micotic vulvovaginitis, a microbiological study of vaginal
secretions should be implemented.

Keywords: Candida spp, Candida albicans, vaginal candidosis, fluconazole.
INTRODUCCION

La vulvovaginitis fungica en mujeres en edad reproductiva, sexualmente
activas o no es una causa comun de consulta médica, donde resulta dificil
diferenciarla clinicamente de otras etiologias. Aproximadamente 15% de
las mujeres estdn colonizadas por Candida albicans como parte de la
microflora vaginal, pero generalmente no presentan sintomas (Solis-Arias
et al. 2014). Existen estudios que revelan incremento en la incidencia de
otras especies del mismo género relacionadas con la infeccidon fingica:
C. tropicalis, C. kefyr, C. glabrata y C. parapsilosis (Azzam et al.
2002, Buscemi et al. 2004, Haleim et al. 2015). Cuando aparece
la enfermedad infecciosa fungica, se presentan también condiciones
fisioldgicas alteradas, desde disminucién de la inmunidad local hasta
la presencia de flujo vaginal anormal, por lo general blanco, grumoso
acompanado de prurito, dolor urente, eritema y edema vaginal (Pimentel
y Reynolds 2007). Las levaduras del género Candida evidencian un
amplio espectro de susceptibilidad, con genotipos sensibles o resistentes
a los tratamientos usuales, de estos, se ha observado particularmente
el desarrollo de resistencia al fluconazol (Gamarra et al. 2014). La
demostracion del efecto anti Candida in vitro es una oportunidad
prondstica del resultado clinico de la infeccién por este hongo ante
el fluconazol (Lemus-Espinoza et al. 2004), en ese sentido, el objetivo
de este trabajo fue evaluar ginecolégicamente pacientes de cuatro
poblaciones rurales del norte del estado Monagas con vulvovaginitis
micdtica y tipificar fenotipicamente las especies aisladas de Candida, y su
susceptibilidad al fluconazol.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y muestra

La naturaleza de este estudio fue de tipo descriptivo, se realizé durante
los meses de febrero a septiembre de 2014, en Consultorios Médicos
Integrales de Caripe (La Elvira, La Placeta, San Agustiny Teresen), estado
Monagas. Las participantes fueron mujeres con sintomatologia del tracto
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genital asociada a leucorrea. Se excluyeron pacientes embarazadas, o con
sangrado menstrual, y que notificaron haber sido tratadas previamente
con antifungicos. Fue disenado un cuestionario para obtener datos
epidemioldgicosy clinicos. Parala recoleccién de las muestras de secrecién
vaginal y cérvix, se usaron tubos con solucién fisiologica estéril y
dispositivos Copan (Pimentel y Reynolds 2007). A cada participante
se solicitdé consentimiento por escrito con base en las normas éticas
concordantes con la Declaracién de Helsinki de 1964, y el Cédigo de
Ftica para la Vida del Ministerio del Poder Popular para la Ciencia,
Tecnologia e Industrias Intermedias de la Republica Bolivariana de
Venezuela, 2011 (AMM 2008, MPPCT 2011). Todas las muestras
fueron inmediatamente transportadas en cavas con hielo, hasta el
laboratorio del Grupo de Investigaciones de Microbiologia Aplicada, de
la Escuela de Ciencias de la Salud, de la Universidad de Oriente, Nicleo
de Anzodategui, Barcelona.

Andlisis de las muestras de flujo vaginal

El material obtenido fue examinado con microscopia dptica utilizando
(a) solucién fisioldgicay (b) tincién de Gram, con la finalidad de verificar
en la solucién y en el frotis, probables elementos fungicos tipo células de
levadura y/o pseudohifas. El resto del material se uso para cultivos.

Las muestras fueron sembradas en agar Sabouraud con cloranfenicol
(Himedia). Se emple6 un medio secundario, CHROMagar Candida®
(Oxoid), para la diferenciacién de especies de levaduras. Las placas se
incubaron a 35°C en aerobiosis. Se revisaron diariamente. Se considerd
infeccién por Candida cuando en la muestra ginecoldgica se observéd
en el examen microscdpico blastosporas y pseudohifas, cultivo positivo
para levaduras del género Candida y hallazgos clinicos en las pacientes.
La interpretacién como colonizacién por Candida se considerd, al
haber ausencia de pseudohifas en la muestra (Fuenmayor-Boscan et al
2009). Adicionalmente se empleé el sistema API AUX 20 (bioMeriux”,
France). Se evalud la susceptibilidad in vitro a fluconazol (25 pg) por
el método de difusion en agar (M44-A2) establecido por el Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI 2004). Como control de calidad
de la prueba, se utilizé la cepa ATCC Candida albicans 90028 de

sensibilidad conocida.
Procesamiento de datos

Se realizd estadistica descriptiva para determinar la frecuencia de
aislamiento. Los resultados se expresaron como frecuencias relativas en
porcentajes. Se determind la significancia estadistica mediante diferencia
de proporciones (valor de Z), con indice de confiabilidad estadistico (p <
0,05). Se utilizé el programa SPSS version 11.0 para Windows °.



Druvic Lemus-Espinoza, et al. Candida spp. AISLADAS EN PACIENTES CON VULVOVAGINITIS DE COMUNIDADES RURALES
DEL MUNICIPIO CARIPE, ESTADO MONA...

RESULTADOS

Se obtuvo cultivo positivo para Candida en 23/86 muestras (26,7%). El
rango de edad en las mujeres con cultivo positivo fue de 15 a 60 anos.
El 100% de las pacientes con vulvovaginitis refirieron manifestaciones
clinicas; las mds frecuentes: eritema, disuria, prurito vulvovaginal y
dispareunia. Destacé la presencia de flujo blanco amarillento en tres de las
participantes con aislamiento de Complejo C. glabrata. En la figura 1 se
muestran imagenes de cérvix con secrecién y mucosa inflamada donde se
aislé Candida spp.

El Complejo Candida albicans resulté aislada solo en mujeres mayores
de 45 afos y fue el germen mds comun entre las pacientes (39,1%).
Otras Candida spp (60,9%), se identificaron: Complejo C. glabrata, C.
tropicalis, Complejo C. parapsilosis, C. guilliermondii y C. krusei (Tabla
1). Excepcionalmente, se observé un caso de crecimiento mixto de C.
albicans y C. krusei, cuyo aspecto bajo especuloscopia mostré cérvix con
abundante secrecion y grumos fuertemente adheridos al orificio cervical
externo. En los estudios microscopicos de las muestras, que resultaron con
cultivos positivos, se observaron blastosporas o la forma en pseudohifas
indicativas del estado patdgeno de las levaduras. Cuando se compararon
las proporciones entre las Candida spp aisladas, se observé diferencia
estadisticamente significativa entre Complejo C. albicans y Candida no
albicans (p = 0,001) (Tabla 1). Se observé en el medio CHROMagar®, el
desarrollo de colonias, con clara variabilidad de colores, en cada especie de
levaduraaislada. Candidaalbicans (verde esmeralda), C. glabrata (morado
brillante), C. tropicalis (azul intenso), Complejo C. parapsilosis (morado
claro), C. guilliermondii (rosa palido) y C. krusei (rosa mate)
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Figura 1.

Especuloscopia de cérvix. A. Exocérvix eritematoso, presentando capa blanquecina en
seccion izquierda, pared vaginal y cuello por Candida albicans. B. Cérvix presentando
grumos adherentes, y flujo en pared vaginal por Candida albicans y Candida krusei.
C. Exocérvix con descarga de secrecién blanco-amarillenta por Candida glabrata. D.
Secrecién homogénea blanca, de aspecto muy fluido causada por Candida tropicalis.

Fueron sensibles al fluconazol 15/23 aislados. Particularmente todos
los aislados del Complejo C. albicans y C. guilliermondii. Resultd
resistente C. krusei. Las otras especies: C. tropicalis, Complejo C. glabrata
y Complejo C. parapsilosis presentaron susceptibilidad dosis dependiente

al fluconazol (Tabla 2).
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Tabla 1.

Manifestaciones clinicas y caracteristicas de las secreciones de pacientes con

vulvovaginitis segun especie de Candida aislada, municipio Caripe, estado Monagas.

Disuria Eritema Dispareunia Prurito Ardor Flujo  Flujo

Levadura fétido blanco
n; % n; % n; % n; % n;% n; % n; %
Complejo C. 9; . . 9; 8; 9; 9;
albicans 100,0 9+ 100,0 9;100,0 100,0 88,9 100,0 100,0
. 1:
Complejo C. 4; . . 3; 2; 4; !
glabrata 100,0 % 100,0 3;75,0 750 50,0 100,0 ?*5'0
S 4; . . 4: 4: 2; 4:
C. tropicalis 100,0 4: 100,0 3; 75,0 100,0 100,0 50,0 100,0
Complejo C. 3; . . 3; 2; 1; 3;
parapsilosis  100,0 = 100,0 3;100,0 100,0 66,7 33,3 100,0
C. 1;50,0 2;100,0 1; 50,0 2 L L 2
guilliermondii =" ="' ' ! T 100,0 50,0 50,0 100,0
: 1; . . 1; 1; 1; 1;
C. krusej 100,0 1+ 100,0 1;100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Totales 22 23 20 22 18 18 20
Tabla 1 p =0,102; Z = 1,637: frecuencias sin diferencias significativas
(*) Las restantes tres secreciones presentaron color amarillento
Tabla 2.
Susceptibilidad al fluconazol de especies de Candida aisladas de muestras
de pacientes con clinica vulvovaginal, municipio Caripe, estado Monagas.
Susceptibilidad
Levadura n % S SDD R
n % n % N 06
Complejo C.
. 9(t) 39,1(t) 9 100,0
albicans (M) (1) !
Complejo C.
Pe] 17,4 2 50,0 2 50,0
glabrata
C. tropicalis 4 17,4 4 100,0
Complejo C.
piejo 13,1 2 66,6 1 33,3
parapsilosis
C.
. ) 8,7 2 100,0
guilliermondii
C. krusei 1 4.3 1 100,0
C. albicans
i 100,0

90028 (*)

Tabla 2 S = Sensible (>

19mm); SDD = Sensible Dosis Dependiente (15-18 mm); R = Resistente (< 14 mm)
() p = 0,001; Z = 6,091.
(*) Control de sensibilidad.

DISCUSION

El tnico género identificado en los casos evaluados fue Candida (no
se aislaron otros microrganismos asociados). Particularmente Candida
albicans fue la levadura mas frecuente (39,1%) en las pacientes con
vulvovaginitis. Algunos autores han referido frecuencias de aislamientos
de hasta 70% de los casos (Sachin y Santosh 2013, Gamarra et al. 2014).
Sin embargo, existen otras especies involucradas, a saber, Candida glabrata
y Candida guillermondii (Sachin y Santosh 2013, Gamarra et al. 2014).
En este trabajo, la distribuciéon Candida no albicans fue: Complejo C.

glabrata y C. tropicalis (17,4 %), Complejo C. parapsilosis (13,1 %), C.
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guilliermondii (8,7 %) y C. krusei (4,3%), estos valores fueron similares
a los resultados referidos por Buscemi et al. (2004), Sachin y Santosh
(2013) y, més recientemente, por Haleim et al. (2015) en mujeres con
vulvovaginitis micética. El grupo de Candida spp. es considerado la
segunda causa fingica mas comun de vulvovaginitis por Dalben et al. 2008
y Hetticarachchi et al. 2010. La incidencia de estos casos de infeccién
por Candida no albicans atin no esta bien establecida (Esmacilzadeh et al.
2009), quizds por ser una enfermedad infecciosa que no es de denuncia
obligada, derive en sub-registro de la informacién epidemioldgica de
los casos. El porcentaje total de Candida no albicans en este trabajo
representd el 60,9%. Existen reportes en anos recientes de Egipto e India,
en hospitales de zonas rurales que indican aumento en la incidencia de
estas levaduras emergentes en infecciones vaginales, superando el 60%
(Sachin y Santosh 2013, Haleim et al. 2015, Jithendra et al. 2015).
En Venezuela Cherubini et al. (2003) evaluaron candidosis vaginal en
mujeres habitantes de una zona rural del estado Falcén observando,
que el 60% de los aislados fueron diferentes a Candida albicans. Estas
especies parecen causar vulvovaginitis més severas que Candida albicans
(Zeng et al 2011). Candida glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii y
Complejo C. parapsilosis son cuatro taxones claramente mencionados
como responsables de vulvovaginitis micdtica (Buscemi et al. 2004,
Dalben et al. 2008, Hetticarachchi et al. 2010, Jithendra et al. 2015),
que poco a poco han ganado importancia clinica, originando razones
de preocupaci(')n, por mostrar mas resistencia a firmacos antifﬁmgicos
(Vermitsky et al. 2008, Jithendra et al. 2015). Esta es la importancia de
asociar cada especie con su susceptibilidad in vitro a los antifingicos.

Los estudios realizados por Azzam et al. (2002), Zeng et al (2011)
y Schalkwyk (2015) demuestran que la secrecidn vaginal moderada,
el prurito vulvar y el eritema de la mucosa vaginal en una paciente
pudieran ser sugestivos de vulvovaginitis por Candida spp. Sin embargo;
Grigoriou et al. (2006) reportaron que Candida no albicans causa
con mayor frecuencia dolor y dispareunia que Candida albicans. Estas
manifestaciones clinicas al parecer, no son suficientes para suponer cuél
levadura estaria involucrada en la vulvovaginitis.

Se observo en esta poblacién evaluada, el caso de infecciéon mixta por
C. albicans y C. krusei. El diagndstico fue posible, por el empleo del
medio cromégeno (Solis-Arias et al. 2014, Jithendra et al. 2015) que
resulté util para identificar, al mismo tiempo, las dos especies de levaduras
presentes. En otras investigaciones infecciosas ginecoldgicas, también de
origen fungico, se han reportado més de una levadura en una misma
paciente, esta etiopatogenia es especialmente importante, porque los casos
resultantes de més de una especie, son de dificil tratamiento (Rodriguez et
al. 2013, Solis-Arias et al. 2014), como muestran estos resultados donde
una de las levaduras fue susceptible y la otra no.

Muy pocos estudios informan la sensibilidad de las levaduras, basados
en el documento CLSI 2004, M44-A2 el cual ofrece un método
normalizado y valores de referencia para interpretar los resultados
(Jithendra et al. 2015). En este trabajo claramente se observaron



Druvic Lemus-Espinoza, et al. Candida spp. AISLADAS EN PACIENTES CON VULVOVAGINITIS DE COMUNIDADES RURALES
DEL MUNICIPIO CARIPE, ESTADO MONA...

los aislados Complejo C. albicans y C. guilliermondii con 100% de
sensibilidad a fluconazol. Sin embargo, hay informacién de resistencia
para estas levaduras de hasta 15% en C. albicans (Dalben et al. 2008,
Sachin y Santosh 2013, Jithendra et al. 2015). Es conocida la resistencia
natural a fluconazol en C. krusei, y la baja respuesta de C. glabrata a
este antifiingico. Ambas se asocian al empleo generalizado de farmacos
triazdlicos, pero particularmente, el uso de tratamiento previo con
fluconazol ha sido identificado como principal factor de riesgo en el
incremento de la resistencia farmacoldgica en casos de vulvovaginitis
por C. glabrata (Sachin y Santosh 2013). Estudios documentados por
otros autores en pacientes ginecoldgicas describen a Candida tropicalis,
comunmente aislada como sensibles dosis-dependiente a fluconazol
hasta en 10%, y resistentes en mds del 25% de los casos (Sachin y
Santosh 2013, Jithendra et al. 2015), esos resultados coinciden con el
presente estudio, donde las cuatro cepas de Candida tropicalis aisladas,
presentaron susceptibilidad dosis-dependiente a fluconazol. Jithendra et
al. (2015) afirmaron que la distribucién geografica de Candida es variable
de un lugar a otro, debido al amplio margen de uso indistinto de un
antimicotico u otro, la duracién incompleta de su administracién, aunado
al mal diagnéstico del agente y a la falta de estudio de su sensibilidad.

CONCLUSIONES

El grupo de Candida no albicans fue dominante en las pacientes con
vulvovaginitis de esta regién rural del estado Monagas. En este trabajo
tres de los seis taxones identificados presentaron sensibilidad dosis
dependiente a fluconazol. Por la susceptibilidad de estos aislados, se
recomienda dar un uso més adecuado y prudente al fluconazol.
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