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RESUMEN

La candidiasis vulvovaginal (CW) es una infeccion comin que afecta una gran
proporcién de mujeres en edad fértil. Se estima que alrededor del 75% de las mujeres
sanas han tenido al menos un episodio de CW en su vida y que un 40-50%
han experimentado recurrencias. El desarrollo de la CW depende de factores
relacionados con las cepas de Candida y de factores relacionados con el hospedero.
La colonizacién vaginal por Candida spp. puede variar del 10 al 17% y esta se
incrementa hasta un 35% durante el embarazo. La candidiasis vulvaginal es una
infeccién de la vagina estrogenizada y el vestibulo, la cual puede extenderse a los
labios menores, los labios mayores y la region intercrural. Los sintomas y signos
asociados a la CW corresponden a prurito, dolor, sensacion de quemadura y edema
vaginal y vulvar, enrojecimiento, descarga vaginal blanquecina en grumos con
aspecto de “leche cortada”. En general, el diagnéstico de la CW involucra una
combinacion de anamnesis, sintomas y signos clinicos, y la presencia de
blastoconidios y/o seudohifas en fluido vaginal. El comportamiento epidemioldgico del
género Candida en la CW tiende a ser variable y este dependera del nivel de
estrogenos de la vagina, condiciones de inmunosupresion o de la cronicidad del
proceso. Diferentes estudios muestran variaciones con respecto a las especies mas
frecuentemente aisladas y también en relacidon con la sensibilidad a los antifingicos
comunmente usados, lo que justifica la necesidad de conocer el comportamiento
epidemiolégico de Candida spp. como colonizante y asociada a vulvovaginitis en
grupos de caracter especial como las mujeres gestantes. El presente trabajo es un
estudio descriptivo que se realizd en gestantes que asistieron a la consulta externa
ginecoldgica de una clinica materna de la ciudad de Cartagena de Indias (Colombia).
Los datos sociodemograficos y factores de riesgo, asi como la sintomatologia se
consignaron en un formulario disefiado para su recoleccion. El diagnéstico clinico

fue realizado por el médico especialista competente, quién tomé las muestras de



las pacientes. El estudio de laboratorio comprendié el uso del examen directo de
los exudados vaginales, mediante preparacion en fresco y tinciones diferenciales.
Las especies aisladas se identificaron por pruebas fenotipicas y PCR multiple y se
utilizo el método M27-A3 del CLSI por microdilucién para evaluacion de la sensibilidad
al fluconazol. Los resultados revelaron un 71,1% de cultivos positivos para el total
de pacientes y a Candida albicans como la especie mas frecuente, seguida por
Candida tropicalis y Candida krusei. La colonizacién por Candida se presenté en un
50%, mientras que un 21,1% de la poblacién fue diagnosticada con candidiasis
vaginal. Los factores mas frecuentes para la colonizacion estuvieron relacionados con
ropa hecha de materiales que generaban calor y para la candidiasis vaginal el uso de
lubricantes vaginales. La mayoria de las cepas (93,2%) resultaron sensibles al

fluconazol.



INTRODUCCION

El género Candida incluye un grupo de levaduras que forman parte de la microbiota
normal humana del tracto digestivo, piel y vagina, dentro del cual varias especies
emergen como patdgenos oportunistas involucrados en infecciones superficiales y
sistémicas. Estas infecciones comprenden candidiasis orofaringeas, oculares,
cutaneas, genitales, esofdgicas, gastrointestinales, mucocutanea cronica Yy
diseminadas, especialmente en pacientes con jnmunosupresion asociada a trasplante
de érgano, quimioterapia, sindrome de inmunodeficiencia adquirida o edad avanzada,
asi como en pacientes diabéticos o que reciben terapia antibiética de amplio espectro

[1-8].

La candidiasis vulvovaginal (CW) es una infeccion comin que afecta a una gran
proporcién de mujeres en edad fértil [9, 10], Se estima que alrededor del 75% de
las mujeres sanas han tenido al menos un episodio de CW en su vida y que un 40-
50% han experimentado recurrencias [9], El desarrollo de la CW depende de factores
relacionados con las especies de Candida y de factores relacionados con el
hospedero [11], De esta manera el proceso de patogénesis estara relacionado por un
lado con los factores de virulencia de la levadura; la adhesinas, el dimorfismo,
producciéon de enzimas hidroliticas como las proteinasas y los cambios fenotipicos
[12-15] y por otra parte con factores predisponentes que determinan, en primer lugar,
la colonizacién por Candida spp. y eventualmente la presentacion clinica de la

enfermedad [11],

Los altos niveles de estrogenos de la vagina serian fundamentales para la
colonizacién [16], Asi se observa que la colonizacién por Candida spp. es menor

en las nifias antes de la menarquia y en mujeres postmenopausicas, quienes



usualmente no sufren de candidiasis vaginal [11], La colonizacién vaginal es mas
alta en mujeres con vaginas con altos niveles de estrégenos, especialmente durante
el embarazo, ademas, las mujeres que estan colonizadas por Candida spp, tienen
un riesgo hasta de un 33% de desarrollar vaginitis después de tratamiento con
antibiodticos [11, 17], Un mayor numero de mujeres diabéticas estan colonizadas frente
a mujeres sanas y presentan mas frecuentemente candidosis vaginal y fallas en los
tratamientos si la glicemia no desciende a los valores normales [11], Otros factores
que se han discutido estan relacionados con alteraciones de la biota de Lactobacillus,
factores genéticos, uso de anticonceptivos, corticosteroides, higiene personal, tipo de
ropa, dermatitis atépica y estrés psico-social que puede originar inmunosupresion [9,

11, 18].

El embarazo en un factor predisponente debido a los altos niveles de glucégeno y
la alta carga hormonal, por lo que muchas mujeres sufren varias infecciones
especialmente en el Ultimo trimestre del embarazo [19], Igualmente la portacién
de Candida spp., que en mujeres no gestantes es del 10 al 17%, aumenta hasta el

35% en el embarazo [20],

En general, se considera que la colonizaciéon es el paso previo para la vulvovaginitis
siempre que esté presente un factor predisponente, sin embargo, el cambio de

colonizacién a vaginitis no esta bien dilucidado [11],

La CW es una infeccién de la vagina con altos niveles de estrégeno y el vestibulo, la
cual puede extenderse a los labios menores, los labios mayores y la region
intercrural [11], Los signos asociados a la CW corresponden a edema vaginal y
vulvar, enrojecimiento y descarga vaginal blanquecina en grumos con aspecto de

“leche cortada” [18, 21], Los sintomas incluyen prurito, dolor, sensacién de



guemadura, también se puede presentar dispareunia y disuria [11], Los sintomas y
los signos por si solos no permiten asegurar la causa de la vaginitis, pero usualmente
la falta de prurito y de inflamacidon hacen la CW menos probable [11], El diagnéstico
de la CW involucra una combinacion de anamnesis, sintomas y signos clinicos,

medicion del pH y la presencia de levaduras [9, 11],

La observacion microscoépica del fluido vaginal es fundamental para el diagnostico
correcto [11], El examen directo puede realizarse con solucion salina estéril o tincion
de Gram para verificar la presencia de blastosporas y seudohifas aunque no siempre
se observen [1, 11], Aunque no es necesaria la solicitud de cultivo para el
diagnostico inicial, si las levaduras se observan en el frotis vaginal, en las formas
recurrentes o complicadas la realizacidon del cultivo suele ser imprescindible [11], El
aislamiento de Candida spp. y su identificacion puede realizarse en medios
diferenciales como CHROMagar Candida [18, 22, 23], que permite la identificacion
presuntiva a nivel de especie mediante un sustrato cromogénico, el cual puede
complementarse con otras pruebas como microscopia, formacion de tubo germinal
y/o de clamidosporas[18, 24, 25], Esta identificacidon fenotipica presuntiva permitiria
la diferenciacién entre Candida albicans y otras especies no-C. albicans, al igual
gue la diferenciacidon de otras levaduras, lo cual es relevante desde el punto de vista
epidemioldgico por su comportamiento diferente tanto como biota normal o como
patégeno [17, 26], La utilizacion de pruebas fisiolégicas basadas en la asimilacién
y fermentacion de azlcares también permiten la identificacién de las especies del
género, sin embargo es creciente el uso de pruebas moleculares como PCR para

la confirmacion de los aislados [1,27-30],

El comportamiento epidemiolégico del género Candida en la CW tiende a ser

variable y este dependera del nivel de estrégenos de la vagina, condiciones de



inmunosupresion o de la cronicidad del proceso [11], En un estudio realizado en
Tanez [9] durante dos afios en 481 mujeres con edades entre los 14 y los 63 afios
con signos o sintomas sugestivos de vaginitis, se encontr6 que el 48% (231
pacientes) eran positivas para CW esporadica y recurrente. Los factores mas
frecuentemente implicados fueron desempleo, diabetes no controlada, historia de
infeccién genital y uso de dispositivo intrauterino. Las recurrencias se asociaron al
uso de espermicidas. La especie mas frecuentemente aislada fue C. albicans
(76,3%), seguida por C. glabrata (19,3%). La infeccion por C. glabrata fue mas
frecuente en mujeres con la forma recurrente de la CW. En otro estudio realizado
por Pirotta y coi [17], en Melbourne, en el que se estudiaba el efecto sobre la
colonizacién y los sintomas por Candida spp. luego de tratamiento con antibiéticos,
la colonizaciéon por Candida spp. aumenté del 21% al 37%, encontrdndose como
especie predominante a C. albicans y, en segundo lugar a C. glabrata. En otro
estudio realizado en Nueva Delhi [31], en un grupo de 85 pacientes diabéticas y
62 no diabéticas, se encontré6 en una mayor proporcién a C. glabrata (46%) en
el primer grupo con respecto a los controles no diabéticos, mientras que C. albicans

se mantuvo en el mismo porcentaje (27%) en ambos grupos.

En México, Rivera -Sanchez y col realizaron un estudio en un total de 5839 mujeres
sin antecedentes de VIH con edades entre 14 y 65 afios, y encontraron entre las
especies mas frecuentes a C. albicans (39%), C. glabrata (35,9%) y C. tropicalis
(16,2%) [21]. En Buenos Aires, Gracia Heredia y col, realizaron un estudio en
493 exudados vaginales de mujeres embarazadas, de los cuales 139 resultaron
positivos con una prevalencia del 28% de Candida spp. con una distribucién de
especies de C. albicans 90,4%, C. glabrata 6,3 %, C. parapsilosis 1,1%, C. kefyr
1,1% [20], En 2007 [19], se realizo un estudio descriptivo en 300 mujeres gestantes
de Medellin, Colombia, para analizar la prevalencia de Candida spp., y se encontré

una distribucién de C. albicans 77%; C. parapsilosis 11%; C, tropicalis 5%, C. glabrata



3%; C. guilliermondii 2%; C. kefyr 1% y C. famata 1%. Estos resultados muestran que
se pueden observar variaciones referentes a la distribucion de especies al
compararse con otros estudios en los que aparece como segunda especie mas

frecuente C. glabrata, lo que indica que se necesitan estudios para conocer la
distribucion de especies de Candida en las diferentes poblaciones, asi como su
correlacion con los factores de riesgo o predisponentes que se deben controlar, para

asegurar la efectividad de la terapia instaurada.

El tratamiento de la CW puede ser oral o tdpico empleando polienos, azoles, acido
borico o ciclopiroxolamina [11], En diferentes estudios de CW se ha evaluado el
perfil de sensibilidad frente a antifingicos especialmente azoles [7, 19, 20, 31-33], En
estudios de sensibilidad realizados en Jordania [7], utilizando el método de dilucién
en agar, que se realizaron con los farmacos que comunmente emplean: anfotericina
B, nistatina, nitrato de miconazol y clorhexidina, el antimicético mas efectivo fue la
anfotericina B en contraste con el miconazol que tuvo la menor respuesta. En otro
estudio realizado en Shenzhen [32], encontraron que la resistencia a fluconazol era
rara, en tanto que C. albicans como Candida no-C.albicans eran sensibles a
nistatina. Goswami y col. [31], estudiaron un grupo de 85 pacientes con diabetes
mellitus, y encontraron que solo un tercio de los pacientes respondio a la
monodosis de fluconazol de 150 mg, quizas porque la especie mas prevalente fue C.
glabrata. En Turquia [33], otro estudio mostr6 que todos los aislados eran sensibles
a fluconazol, jtraconazol y anfotericina B, excepto una cepa de C. krusei, una de C.
glabrata y una de C. albicans. En Argentina, en un estudio en mujeres embarazadas
todos los aislados fueron sensibles a fluconazol, ketoconazol, jtraconazol sélo los
aislados de C. glabrata fueron resistentes a los azoles [20], En el estudio realizado
por Duque, en gestantes, en la ciudad de Medellin [19], se hallé resistencia al
jitraconazol en 9% de los aislados de C. albicans y en 100% de los aislados de C.

glabrata. Las variaciones en estos estudios nos muestran la necesidad de conocer el



comportamiento epidemiolégico de Candida spp., como colonizante y asociada a
vulvovaginitis en las diferentes poblaciones para establecer de una forma mas
apropiada las pautas a seguir en el control y manejo de esta entidad clinica en grupos
especiales como son las embarazadas. El presente trabajo es el primer estudio
realizado, en gestantes, en la ciudad de Cartagena de Indias, situada al norte de
Colombia y en él se determinaron las especies de Candida colonizantes y asociadas
a patologia, y su sensibilidad frente a fluconazol, un antifingico cominmente utilizado

en el tratamiento oral de las candidiasis vaginales.



JUSTIFICACION O PROBLEMATICA DE TEMA

La CW es una infeccidn comdn que afecta una gran proporcion de mujeres en edad
fértil. Se estima que alrededor del 75% de las mujeres sanas han tenido, al menos,
un episodio de CW en su vida y que un 40-50% han experimentado recurrencias [11],
El comportamiento epidemiolégico de Candida spp. es variable tanto en la distribucion
de especies como por los factores de riesgo implicados segun las poblaciones
estudiadas [7, 9, 11, 18-21, 31, 33], La importancia de estos estudios radica,
ademas, en que la respuesta a la terapéutica utilizada es variable y depende de la
especie de Candida causal, pues pueden observarse buenas respuestas a azoles
en algunos casos mientras que en otros seran necesarios otros antifungicos [31, 32,
34, 35], Las variaciones en estos estudios nos muestran, la necesidad de conocer el
comportamiento epidemiolégico de Candida spp. en grupos especiales como las
gestantes, para establecer de una forma mas apropiada, las pautas a seguir en el
control y manejo de esta entidad clinica, que presenta una alta morbilidad en la
poblacion femenina. El presente trabajo es el primer estudio, realizado en la ciudad
de Cartagena de Indias situada al norte de Colombia, y en él se evaluaron las
especies de Candida colonizantes y asociadas a sintomatologia, ademas de los
patrones de sensibilidad frente a fluconazol, comunmente utilizado en el tratamiento

de esta patologia.
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HIPOTESIS

Se postula que en el presente estudio se encontrard un predominio de C. albicans y
C. glabrata en proporciones similares como agentes colonizantes y causales de CW
en gestantes con factores de riesgo relacionados con su estilo de vida. Se espera que
un 40% de los aislamientos de C. albicans sean resistentes a fluconazol mientras que

la sensibilidad de las demas especies puede ser variable.



Objetivos

Objetivo general

Identificar las especies de Candida colonizantes y/o asociadas a vulvovaginitis y
sus patrones de sensibilidad a fluconazol en gestantes atendidas en una clinica

materna de la Ciudad de Cartagena de Indias.

Objetivos especificos

» Describir las caracteristicas socio-demograficas de la poblacion de estudio
y sefialar los factores de riesgo mas frecuentes en la poblacion estudiada para
la colonizacién y la vulvovaginitis.

e Aislar a Candida spp. colonizante y asociada a vulvovaginitis en muestras
vaginales en la poblacion estudiada.

» Identificar a los aislados a nivel de especie por pruebas fenotipicas y PCR
multiple.

« Determinar la sensibilidad in vitro frente al fluconazol en las Candida spp.
aisladas.

12



MATERIALES Y METODOS

El aislamiento y caracterizacion de las especies de Candida spp. procedentes de flujo
vaginal se realizd utilizando un estudio descriptivo que constaba de las siguientes

etapas:

Definicidon de la poblaciéon de estudio

El estudio se realiz6 en un grupo total de 76 pacientes en gestaciébn con signos
(inflamacion, flujo vaginal) y sintomas (ardor, prurito, dispareunia, mal olor) de
vulvovaginitis que asistieron a la consulta ginecologica de la clinica de maternidad
Rafael Calvo de la ciudad de Cartagena de Indias, Colombia, en el periodo comprendido
entre junio y diciembre de 2014. Los criterios de exclusion comprendian, ausencia de
gestacion, ser menor de 16 afios y sangrado vaginal. El cuestionario de comorbilidades
para la poblacién estudiada se elaboré de acuerdo a lo referenciado en la literatura
cientifica [9, 18, 19, 25] (Ver anexos). Las pacientes colonizadas fueron aquellas cuyo
examen directo fue negativo y cultivo positivo, mientras que se diagnosticaron con

candidiasis vaginal aquellas con ambas pruebas positivas [19, 40],

Toma de muestras

A todas las pacientes se les explic6 de forma detallada los objetivos, la toma de la
muestra y la importancia del estudio. Una vez aclaradas las dudas, se les solicitd su
participacién de manera libre y sin ningun tipo de retribucion econdémica, para lo cual
firmaron el debido consentimiento informado. Las muestras de las pacientes fueron
tomadas por el médico especialista en ginecologia, mediante un hisopo estéril con la

ayuda de un espéculo estéril de acuerdo a lo referenciado por Garcia-Heredia y col [20],
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Se tomaron dos hisopados, uno de ellos se extendié sobre dos portaobjetos o laminas y
el otro se introdujo en solucion salina estéril al 0,9%. Los portaobjetos, se guardaron
apropiadamente en cajas plasticas, especiales para su transporte adecuado. Todo se
marcé debidamente en correspondencia con el cuestionario de comorbilidades y el
consentimiento informado, (ver Anexo) Las muestras y los extendidos fueron
trasladados, en el menor tiempo posible, al Laboratorio de Micologia de la Facultad

de Medicina, de la Universidad de Cartagena para su procesamiento.

Procesamiento de las muestras

Una vez que las muestras se recibian, eran procesadas para examen microscoépico
directo, cultivo y otras pruebas para diferenciar el origen bacteriano o parasitario de la
sintomatologia [36, 37], Una las laminas se sometid a tincion de Gram, para la
observacién de células guia, diplococos Gram negativos, bacilos de Doderlein,
cocobacilos, seudohifas, blastoconidios, micelio y otras morfologias microbianas, asi
como células inflamatorias, epiteliales y eritrocitos. La otra lamina se tifi6 con Giemsa
para la observacion de Trichomonas vaginalis. La muestra depositada en solucién
salina estéril también se observé en fresco para la visualizacion de estructuras
fungicas, bacterianas y/o parasitarias, asi como indicadores de inflamacion. A la
muestras se le midié el pH con tirillas indicadoras y se realiz6 la prueba de aminas.
Esta udltima se realiz6 mediante, la adicion de unas gotas de KOH al 10% a la muestra
ubicada sobre un portaobjetos. La produccion de un olor a aminas (a pescado) indicé
positividad de la prueba para vaginosis bacteriana. Todos los resultados se consignaron
en una hoja de recoleccidon de datos (ver Anexos). Los criterios utilizados para describir
la biota vaginal fueron los correspondientes a normal: cuando predominaron
Lactobacillus spp. y casi ningan otro morfotipo, intermedia: cuando Lactobacillus son
escasos y pueden observarse otros morfotipos, pero no abundantes y asociacién a

proceso infeccioso cuando predominaba un morfotipo bacteriano diferente, levaduras o

14



parasitos y no se observan Lactobacillus [38, 39], Se utilizaron los criterios de Amsel
para el diagndstico de vaginosis bacteriana. Estos criterios incluyen, presencia de
descarga vaginal homogénea; prueba de aminas positiva, pH vaginal > 4,5 y observacion
de células guia en el examen directo del frotis vaginal [36], El diagndstico de candidiasis
vaginal se establecio de acuerdo a la observacidon de blastoconidios, seudohifas o hitas
en el examen directo de la muestra de flujo vaginal y ademas el cultivo era positivo [19,
40], Se consider6 la especie de Candida aislada como colonizante cuando el examen
directo resultaba negativo y el cultivo positivo [19, 40], Las infecciones se clasificaron
como mixtas al resultar positivo el examen directo tanto para vaginosis bacteriana como

para candidiasis.

La muestra se sembrd directamente en CHROMagar Candida (CHROMagar, Francia)

y se incubo a 37°C por 24 a 48 horas [18],

Aislamiento y pruebas fenotipicas

Las especies se diferenciaron de acuerdo a los colores producidos por las colonias en
CHROMagarCandida atendiendo a las indicaciones del fabricante y lo citado por Odds y
Bernaerts [23], Los colores orientan hacia las diferentes especies de Candida de la

siguiente manera:

» Colonias verdes: C. albicans, C. dubliniensis, Candida africana
» Colonias azules: C. tropicalis
e Colonias rosadas-lilas: C. krusei,C. glabrata, C. parapsilosis

e Colonias blancas: Candida spp..

La clasificacion de las colonias de acuerdo a los colores observados, facilitd su posterior

identificacion por PCR mdiltiple.
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La conservacion de los aislados se realizd con cepas resembradas, el dia anterior, en
agar Sabouraud con 4% de glucosa sin cloranfenicol (SDA) (Merck, Alemania). Para
cada aislado, se tomaron unas 5 a 6 colonias, las cuales se depositaron en una mezcla
de agua estéril mas glicerol al 30%, en un volumen de 500 pL. Para cada

aislado se conservaron 4 viales a -72°C.

Igualmente, para todos los ensayos y pruebas fenotipicas, PCR y de sensibilidad tanto
los aislados clinicos como las cepas control, fueron sembrados en SDA e incubados a
37°C por 24 horas, previas a la realizacién del experimento. Cuando los estudios de los
aislados, se realizaban de forma continua, estos se mantenian para las resiembras,
en placas de SDA a 4°C. Las cepas utilizadas como control fueron las siguientes: C.
albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 750, C. parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata
ATCC 64677, Issatchenkia orientalis (C. krusei) ATCC 6258, Candida lusitaniae ATCC
34449, Candida guilliermondii ATCC 6260, C. dubliniensis GM0314 (Aislado clinico

caracterizado fenotipica y molecularmente).

Las colonias verdes fueron evaluadas por pruebas fenotipicas para diferenciacion de

especies. Se utilizaron las siguientes pruebas:

Prueba de tubo germinal en suero

A un Eppendorf con 500 pL de suero humano, se adicion6é una asada del aislado en
estudio con 24 horas de crecimiento, se mezclé y se incubd por 2-3 horas a 37°C. Para
la observacidn microscopica se tomd una gota de la suspensién con ayuda de una
pipeta Pasteur y se observé a 40X en una laminilla cubierta con cubreobjetos. La prueba
es positiva para C albicans y C. dubliniensis. El tubo germinal es definido como una

prolongacion filamentosa procedente de una célula levaduriforme, sin constriccion en el

16



punto de origen, semejante a un “espejo de mano”, cuyo grosor puede medir alrededor
de la mitad del diametro de la levadura y tener una longitud tres a cuatro veces mayor de

dicho diametro [41],

Prueba de clamidosporas en agar leche

El agar leche se prepard con 2 g de agar-agar (Merck, Alemania), 1 mL de Tween 80
(Sigma, EE. UU.) y completando hasta 100 mL con agua destilada. Luego de disolver
mediante calentamiento, 3 mL del medio se distribuyeron en tubos con tapa a rosca.
La leche en polvo entera se reconstituyd mezclando 1 g de leche en 10 mL de agua
destilada en un Erlenmeyer. El medio y la leche reconstituida se esterilizaron por
separado por calor hiumedo y se conservaron a 4°C. Para el montaje se utilizaron portas
y cubreobjetos estériles. Cada portaobjetos se ubicé en una caja Petri estéril con un
algodén humedecido con agua destilada estéril, para formar una camara himeda.
Previamente, el medio se sometié a calentamiento en bafio de Maria hasta que estuvo
liguido. A cada tubo con 3 mL de agar, se adicionaron 30 pL de leche. El agar leche se
sirvio sobre los portaobjetos, ubicados en las camaras humedas. Una vez solidificado,
se procedié a sembrar por medio de una estria con un asa en punta, haciendo incision
del medio. Se sembraron tres cepas por cada portaobjetos. Luego se colocaron los
cubreobjetos, sobre cada estria. Las cajas se incubaron a 28°C por 48 horas. La
observacion microscopica se hizo directamente con el portaobjetos con una intensidad
de luz apropiada para la visualizacion de las estructuras a 400X. Las clamidosporas son
definidas como estructuras de resistencia que se observan como ensanchamientos de
las hifas o filamentos, bien sea intercalares o terminales. La prueba se considerd positiva
para C. albicans y C. dubliniensis. Suelen diferenciarse porque C. dubliniensis produce

muchas y en racimos y las de C. albicans son aisladas [42],
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Macro y micromorfologia en agar tabaco

El agar tabaco se elabor6 utilizando 50 g de tabaco (Tabaco artesanal, Colombia) por 1
L de agua destilada. La mezcla se hirvié durante 30 minutos en bafio de Maria, luego se
filtr6 con gasa y se ajustd el volumen a un litro. Se adicionaron 20 g de agar-agar y se
verifico el pH a 5,4. El medio se esterilizé por calor himedo y se sirvid en cajas de Petri.
Los aislados con 24 horas de crecimiento en SDA se sembraron en el agar tabaco, en
forma de circulo de un centimetro de diametro. Por cada caja de Petri se sembraron
4 aislados. Las placas se incubaron por 48-72 horas a 30°C. Se realizé la
observacidn macroscoépica del crecimiento y se tomd una asada para observacion
microscopica con una gota de solucion salina estéril a 400X. Un crecimiento
rugoso, seco y de color ocre con formacién de clamidosporas se considerd positivo
para C. dubliniensis, mientras que un crecimiento blanco, liso y sin formacién de

clamidosporas fue positivo para C. albicans [42],

Crecimiento a 45°C

Las cepas a estudiar, provenientes de un cultivo de 24 horas a 37°C, se resembraron en
SDA y se incubaron a 45°C por 24 horas. C. albicans da positivo el crecimiento a esta

temperatura, mientras que C. dubliniensis es inhibida [42],

Las colonias rosadas y blancas no identificadas por PCR multiple, se sometieron

adicionalmente a prueba de zimograma (fermentacién de azucares).

Prueba de zimograma

El medio utilizado se se prepar6 con 5,5 g de extracto de levadura (Oxoid, EE.UU), 7,5
g de peptona (Merck, Alemania) y 40 mg de purpura de bromocresol (Merck, Alemania)

por litro y los azlcares glucosa, maltosa, sacarosa, galactosa, lactosa (Panreac,
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Espafia) y trehalosa ((Merck, Alemania) a una concentracion del 6%. El medio y los
azUcares se prepararon por separado. El medio liquido de color violeta, se dispenso (10
mL) en tubos con tapa a rosca a los que se adicioné una campana de Durham, para
luego esterilizar por calor hiumedo. Mientras que los azUcares se esterilizaron por
filtracién. Tanto los medios como los azlcares estériles se guardaron bajo refrigeracién
a 4°C para su posterior uso. Para la prueba, los aislados completaron 24 horas de
crecimiento. El inoculo se preparé con solucién salina estéril y se ajustdé a 1lde la
escala de McFarland. A cada tubo de medio se agregé 1 mL de uno de los azlcares
a evaluar y 100 pL del inoculo, hasta completar los seis azlcares por cada aislado en
estudio. Se incubaron, por 48 horas a 37°C y se tom6 como positivo ante el viraje del

medio a amarillo y/o la produccion de gas [28,43],

IDENTIFICACION POR PCR MULTIPLE

Extraccion de ADN

El ADN de los aislados de Candida spp. se obtuvo por el método de choque térmico
descrito por Millar [44], En un Eppendorf de 1,5 mL, a 500 pL de buffer TE (0,08 mi; 10
mM Tris-HCI pH 8.0 con 1mM de EDTA) se agregaron 5 colonias de la cepa a
identificar y se mezclé por 20 segundos en vortex a 2500 rpm. Luego se centrifugo
a 13000 rpm por 5 minutos y se descarto el sobrenadante. El sedimento se resuspendio
en 500 pL de buffer TE, se mezclo en el vortex por 10 segundos a 2500 rpm y se llevé
a 100“C por 30 minutos. Inmediatamente, se congelé a -40°C por 20 minutos.
Nuevamente se sometié a calentamiento a 100°C para descongelar por 5 minutos. Se
centrifugd por 15 minutos a 13000 rpm y el sobrenadante se guardd, con ayuda de una

micropipeta, en otro Eppendorf a -20°C hasta que se fuera a realizar la PCR.
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SELECCION Y RECONSTITUCION DE PRIMERS O CEBADORES

Para la amplificacion de las especies de Candida se utilizé el método de PCR multiple
descrito por Carvalho y col [30], Los primers que se utilizaron y sus correspondientes
amplicones se presentan en la tabla 1. Los primers universales UN1l1 y UNI2
amplificaron la region 1 (ITS1) y 2 (ITS2), que incluia el 5.8S rRNA de ocho especies
de Candida. Los primers especie-especificos Calb, Cgla, Ckru, Cpar, Ctro, Cgui y
Cdub fueron disefiados de acuerdo a las secuencias para ITS1 y ITS2 de cepas
de referencia y cepas provenientes de aislamientos clinicos de EMBL/ GenBank
databases [30]. Estos primers fueron corroborados usando el programa Primer blast
en http://www.ncbi.ninKnih.gov/tools/primer-blast/. Los primers fueron comprados a
Eurofins Mwg Operon con sede en Estados Unidos. Los primers libres de sal se
reconstituyeron de acuerdo a las indicaciones del fabricante para una concentracién
final de 100 pM. La reconstitucién se hizo con buffer TE con un pH de 7,0 para
garantizar la estabilidad de los oligonucle6tidos [30], Una vez reconstituidos, la
solucién de trabajo de los primers se preparé realizando una dilucién con agua
desionizada como disolvente, a concentraciones apropiadas de acuerdo a los
volimenes y concentraciones finales que se utilizaron en la mezcla de reacciéon de la

PCR. Los primers reconstituidos y las soluciones de trabajo se conservaron a -20°C.

Tabla 1. Lista de primers, secuencias y amplicones de la PCR multiple

Primer TIPO SECUENCIA
Especies UNI1 Universal GTC AAA CTT GGT CATTTA AMPLICONES

UNI2 Universal TTC TTT TCC TCC GCT TAT TGA (Pb)
Candida albicans calb Especifico  AGC TGC CGC CAG AGG TCT AA 583/446
Candida glabrata Cgla Especifico  TTG TCT GAG CTC GGA GAG AG 929/839
Candida krusei Ckru Especifico = CTG GCC GAG CGA ACT AGA CT 590/169
Candida tropicalis Ctro Especifico  GAT TTG CTT AAT TGC CCC AC 583/507
Candida parapsilosis Cpar Especifico  GTC AAC CGATTATTT AAT AG 570/370
Candida guilliermondii  Cgui Especifico  TTG GCC TAG AGA TAG GTT GG 668/512
Candida tusitaniae Clus Especifico  TTC GGA GCA ACG CCT AAC CG 433/329
Candida dubliniensis Cdub Especifico = CTC AAA CCC CTA GGG TTT GG 591/217
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MEZCLA DE REACCION Y CONDICIONES DE PCR

La PCR mdltiple se realizé de acuerdo a lo descrito por Carvalho y col [30] pero con
un volumen final de 25 pL y con el Kit Go Taq Green Master Mix (Promega, EE.
UU). La Master Mix es una pre-mezcla lista para usar que contiene Taq polimerasa
de ADN, 400 pM dNTPs, 3 mM MgCh y buffer de reaccion (pH= 8.5). La
preparacion de la mezcla, en condiciones de esterilidad, se realizé en un Eppendorf
de 0,2 mL y se mantuvieron en hielo los materiales utilizados. De la muestra de ADN
se adicion6 4 pL y de la Master Mix 12,5 pL. Las concentraciones finales de los
primers fueron las descritas por Carvalho y col [30]: UN11 Y UNI2, 0,55 pM; Calb,
0,15 pM; Cdub, 0,4 pM; Ctrop, 0,2 pM; Ckru, 0,15 pM; Cgla, 0,2 pM; Cpar, 0,3
pM; Cgui, 0,05 pM y Clus, 0,2 pM. El volumen se completdé con agua desionizada
estéril. Las condiciones para la PCR fueron las sefialadas por Carvalho y col. [30].
La reaccién se corrié en un termociclador Perkin- Elmer (EE. UU.) GeneAmp PCR
System 2400, de la siguiente manera: un periodo inicial de desnaturalizacion y
activacién enzimatica de 10 minutos a 94°C, 40 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30
segundos a 55°C y 45 segundos a 65°C. La mezcla de reaccion se corrio

inmediatamente en el gel de agarosa.

Electroforesis

El gel de agarosa al 2% se prepar0 teniendo en cuenta las dimensiones de la camara
de electroforesis. La agarosa disuelta en buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) se llevd
a calentamiento, para luego adicionar bromuro de etidio (5pL/100 mL de agarosa)
cuando la temperatura de la agarosa estuvo un poco mas baja. La agarosa preparada
se adicion6 a la camara de electroforesis ya instalada. Una vez solidificada se
retiraron con mucho cuidado el peine y los moldes. Se procedié a adicionar buffer

TBE hasta completar el nivel de la cAmara. Una vez hecho esto, se llenaron los pozos
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con 5 |jL de las muestras (productos de PCR). Las muestras se ubicaron a partir del
segundo pozo, incluidas los aislados a identificar y las cepas ATCC control. En el
primer pozo de colocé el marcador de peso molecular Gene Ruler 50bp DNA Ladder
(Thermo Scientific, EE. UU.) y en el Ultimo pozo el control negativo. El control
negativo se prepard con todos los componentes pero la muestra se remplaz6 con
agua libre de nucleasas. Una vez completados los pozos, se tapd la camara, se
aplico la corriente con un voltaje de 100 V. Luego de 1 hora 30 minutos
aproximadamente, se pudo visualizar los amplicones productos de la reaccion. Las
fotografias se registraron con un fotodocumentador, InGenius 3, Genesys version

1.2.7.0 Data Base Versién 1.66, Camara Synoptics 3.0 MP. (Synoptics, Inglaterra)

Evaluacion de la sensibilidad in vitro frente al fluconazol

La sensibilidad antifungica se evalué por el método de microdilucion en placa segun
el documento M27-A3 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [45] y

las lecturas se interpretaron de acuerdo al suplemento M27-S4 del CLSI [46].

Preparacion de las microplacas con el antifiungico

La solucion madre de fluconazol (Sigma, EE.UU) se prepardé con agua desionizada
estéril con una concentracién de 5120 pg/mL. La soluciébn madre se esterilizd6 por
filtracion y se almacend en viales de 1 mL cada uno, a -20°C para ser usados
posteriormente. La solucién madre de antifingico se preparé con 1 mL de la solucién
madre mas 3 mL de medio RPMI (RPMI 1640 con glutamina sin bicarbonato de sodio
(Gibco Lifetechnologies.EE. UU.) mas acido 3-morfolino-4-il-propano-1-sulfonico
(MOPS) (Sharlab, Espafia), pH7,0, esterilizado por filtracion). La concentracion de la
solucion de uso correspondié a 1280 pg/mL con un volumen final de 4 mL. Las
diluciones se realizaron bajo condiciones de esterilidad. Se utilizaron 10 tubos para

realizar la primera dilucion a partir de la solucibn madre, obteniendo Ilas
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concentraciones sefialadas en la tabla 2. Para la segunda diluciéon se dispusieron
nuevamente 10 tubos a los que se adicionaron 4 mL de RPMI y se adicion6é 1 ml_ de
la dilucion | correspondiente para cada uno, obteniéndose una dilucion de 1.5 que
se llamé dilucion Il. Las concentraciones respectivas para la dilucion Il se sefialan
en la tabla 2. Las microplacas estériles (Thermo Scientific Nunclon Delta Surface, EE.
UU.) que se utilizaron son de 96 pozos, fondo en U y con tapa, y estan marcadas
en las columnas del 1 al 12 y las filas de la A a H. El llenado de las microplacas se
realizé de acuerdo a cada tubo de dilucion Il preparado. Cada pozo de la columna 1
de laA a Hse llen6 con 100 pL del tubo 1. Del tubo 2 igualmente se tomaron
100 pL y se completd la columna 2 de la A a H y asi sucesivamente hasta llenar
las 10 primeras columnas de la microplaca. Las concentraciones finales de 0,12
a 64 pL para el volumen final méas el inoculo se muestran en la tabla 2. La columna
11 se llend con 100 pL de RPMI de la A a H, para el control de crecimiento y la
columna 12 se llené con 200 pL de RPMI para el control de esterilidad. Por cada 1mL
de solucion madre se podian completar 5 microplacas, las cuales se almacenaron en

sus respectivos empaques plasticos a -70°C.
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Tabla 2. Diluciones de antifungico soluble por el método M27-A3

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
RPMI (mL) 1 05 15 0.5 0.75 175 0.5 0.75 1.75 1
Solucién de uso 1dela 05 0.5 05 025 025 05 0.25 025 1
1280 pg/'mL solucién del del del del de! del del del del
Se prepara con de uso tubo 1 tubo 1 tubo tubo3 tubo3 tubo6 tubo6 tubo6 tubo9
1mL de solucion 3

madre + 3mL de

RPMI

Concentracién de 640 320 160 80 40 20 10 5 25 125
la dilucién |

Cantidad tomada 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

de las diluciones
realizadas ( mL]

RPMI (mL) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 RPMI
Concentracién 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25
dilucién 1I

..... .. - i . THIEN

i IS0 iU il fililijii«s

pL de la dilucién I 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
para cada columna 1A- 1H 2A-2H 3A-3H 4A-4H 5A-5H 6A-6H TA-TH 8A-8H 9A-9H 10A
de pozos 10H
CONCENTRACION 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.12 control

crecimiento

Preparacion del inoculo

El inoculo se obtuvo del crecimiento de toda la noche en agar Sabouraud a 37°C de
los aislados a estudiar de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata, para
las que estan establecidos los puntos de corte, asi como de las cepas control C.
parapsilosis ATCC 22019 e Issatchenkia orientaiis (C. krusei) ATCC 6258. El inoculo
se preparo por la adicion de 5 a 6 colonias de la cepa en estudio a 1 mL de solucién
salina estéril y se ajustd visualmente de acuerdo a un estandar de 0,5 de la escala
de McFarland (aproximadamente 1x 106a 5 x 106UFC/mL). La dilucién | del inoculo
se prepar6 con 25 pL de inoculo en solucidn salina estéril mas 1225 pL de RPMI.
La dilucion Il se preparé adicionando 150 pL de la dilucidon | a 2800 pL de RPMI
(Figura 1). Una vez preparado el inoculo se adicionaron 100 pL a cada pozo, por
duplicado desde la columna 1 a la 11, ya que el 12 es el control de esterilidad. Las

microplacas de 96 pozos con forma de U se incubaron a35°C por 48 horas.

12

RPMI

200

control
esterilidad
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PREPARACION INOCULO
SDA 24 h a 37*C

5 colonias

Solucién salina
0.5 McFarland 0

50 WL

DIL I
2,45 mL

RPMI

1,9 mi RPMI * 100 DIL |
3,3 mi RPMI + 200 ptL DIL |
4,75 mi RPMI + 250 DIL |
5,7 mi RPMI ¢ 300 |iL DIL |
7,5 mi RPMI + 400 piL DIL |

100 uL de la DIL Il en el pozo

Figura 1. Preparacion del inoculo

Lectura de las microplacas e interpretacién de resultados

La lectura se realizé con ayuda de un espejo invertido en el modelo mostrado en
la figura 2. La lectura del fluconazol se realiza con un 50% de inhibicién con respecto
al control de crecimiento. Para la lectura se utiliz6 una pipeta Pasteur con el fin
de homogenizar el medio en cada pozo y visualizar mejor la turbidez. La interpretacion
de los resultados se realizé como sensible, dosis dependiente (SDD) o resistente

de acuerdo a los puntos de corte establecidos en el suplemento M27-S4 del CLSI [46]
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Figura 2. Espejo para la lectura visual de las microplacas.

Analisis de resultados: se analizaron las frecuencias, asi como los valores de
dispersion, tendencia central y la significacion estadistica para las variables
sociodemograficas, sintomas, factores predisponentes, métodos fenotipicos vy
moleculares utilizados. Las frecuencias de los factores predisponentes en especies
colonizantes y patdgenas identificadas, asi como los resultados de las pruebas de
sensibilidad, se estudiaron utilizando el programa estadistico de IBM SPSS version

19.0 para Windows. [9],

Consideraciones éticas: los pacientes involucrados en el estudio fueron
debidamente informados de los objetivos, procedimientos y beneficios del estudio
para la promocién de su calidad de vida. Se suministr6 a los participantes un
consentimiento informado de manera que libremente y en ejercicio de su plena
voluntad decidieran participar en el presente proyecto (ver Anexo). La toma de
muestras se realiz6 bajo el estricto seguimiento de las normas de seguridad
establecidas para ello y el desecho de materiales microbiolégicos y/o otros residuos
se realizé previa esterilizacién por calor hiumedo y/o seco de acuerdo a la
resolucién 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y de la Proteccion Social

de Colombia.
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RESULTADOS

Un total de 76 pacientes gestantes con sintomatologia asociada a vulvovaginitis,
previo consentimiento informado, participaron libremente en el estudio realizado
desde junio hasta diciembre de 2014. Las pacientes procedian en un 63,2% de la
capital del departamento de Cartagena de Indias, mientras que el resto de la poblacion
habitaba en islas, municipios y corregimientos aledafios. El rango de edad se
encontraba entre 16 y 36 afios, con una media de 22,4 + 6,04 afios. El 46,1% de la
poblacién habia completado 11 afios de educacién totales, lo que quiere decir que la
mayoria culminé los estudios secundarios, pero sélo 7 pacientes habian continuado
con estudios técnicos o profesionales. Es importarte sefialar, que el 90,8% de las
consultantes se dedicaban a las labores del hogar y no eran independientes
econ6micamente. El 39,5% de las pacientes soélo tenia un hijo, mientras que un 2,6%
tenia 4 hijos. El 64,5% de las participantes se encontraba en el tercer trimestre del

embarazo y la minoria en el primer trimestre. Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Datos sociodemogréficos de la poblacion n=76.

Edad Procedencia (%) Educacion Ocupacion (%)
Anos (%)
Rango Urbana >11 Hogar
Cartagena
16-36 (63,2) (10,4) (90,8)
Media 11 Estudiante
22,4+6,07 (46,1) (3.9)
Profesional
Moda Rural 9- 10
Aledanos e lIslas (2,6)
20 (36,2) (10,5)
Mediana Mesera,
<9 Vendedora
21
(15,6) (2,6)
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Tabla 3. Numero de hijos y porcentaje pacientes de acuerdo altrimestre

NUmero de Hijos (%) Trimestre de Embarazo (%)

0 Primero (1-12 semanas)
(28,9) 7,9

1
(39,5)

2 Segundo (13-28 semanas)
(18,4) 27,6

3
(10,5)

4 Tercero (29-40 semanas)
(2,6) 64,5

Los signos y sintomas predominantes en las pacientes fueron el flujo vaginal, seguido
por mal olor y prurito, mientras que el menos frecuente fue la erupcién vulvovaginal
(Tabla 4). El diagnéstico clinico con méas alto porcentaje (57,9%) fue vaginosis
bacteriana lo que no correspondié con los datos de laboratorio, donde segun los
criterios de Amsel, solo el 15,8% tenia diagndéstico de vaginosis bacteriana, sin
embargo en el diagnostico de candidiasis vaginal hubo una mejor correspondencia
en términos de porcentaje. En el diagnostico de laboratorio predominé la biota
intermedia en un 52,6% y ademas no se demostré en el examen en fresco, ni con
tincion de Giemsa, la presencia de T. vaginalis. Mientras que el diagnéstico médico
presumia una infeccion mixta por candidiasis y tricomoniasis, en el examen directo

s6lo se evidencié candidiasis asociada a vaginosis bacteriana. (Tabla 5)
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Tabla 4. Frecuencia y porcentaje de signos y sintomas presentes en vulvovaginitis

SIGNO Frecuencia Porcentaje (%)
Flujo 71 93,4
Mal olor 21 27,6
Erupcion 5 6,6
Enrojecimiento 7 9,2
SINTOMA
Ardor 9 11,8
Prurito 18 23,7
Dispareunia 1 14,5

Tabla 5. Diagnosticos clinicos y de laboratorio

Diagndstico clinico
Frecuencia (%)
Candidiasis
22(28,9)
Vaginosis bacteriana
44 (57,9)

Candidiasis-Tricomoniasis*
1(1,3)
Tricomoniasis
1(1,3)

Ninguno
8(10,5)

infecciones mixtas.

Diagnéstico de Laboratorio
Frecuencia (%)
Candidiasis
15 (19,7)
Vaginosis bacteriana
12(15,8)

Candidiasis-Vaginosis*
1(,3)
Infeccidon bacteriana
1(1,3)

Biota intermedia
40 (52,6)
Biota normal
7 (9,2)
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Los cultivos de las muestras vaginales resultaron positivos para levaduras en 54
(71,1%) de las pacientes, con un total de 56 aislados debido al crecimiento de dos
levaduras en cada una de las muestras de dos pacientes. El crecimiento en
CHROMagar Candida mostré una mayoria de colonias verdes, como se observa en

la figura 3.

Figura 3. Distribucién por frecuencia y porcentaje de los aislados en
CHROMagar candida, n=56.

Las colonias verdes se evaluaron fenotipicamente para diferenciaciéon presuntiva de
C. albicans, C.dubliniensis y Candida africana. Los resultados de las pruebas
realizadas en 36 aislamientos se muestran en la Tabla 6. (ver prueba positiva Fig.
4)

Tabla 6. Pruebas fenotipicas en colonias verdes, n=36.

Tubo germinal Clamidosporas Agar Tabaco Agar Tabaco Crecimiento
Suero Agar leche Color Clamidosporas 45°C
Si Si Blanco No Si
30 (83,3 %) 36(100%) 34 (94,4 %) 34 (94,4 %) 25 (69,4 %)
No No Ocre Si No
6(17,6%) 0 (0 %) 2 (5,6 %) 2 (5,6 %) 11 (30,6 %)
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Figura 4. Filamentos y clamidosporas en agar leche.

Las pruebas de tubo germinal pueden presentarse negativas para algunas cepas
de C. albicans y C. dubliniensis, asi que no descarta que se traten de estas especies.
La prueba en agar tabaco indicaria la presencia de dos cepas de C. dubliniensis
aunque para estas cepas la prueba de crecimiento a 45°C resulté positiva. La prueba
a 45°C presuntamente identificaria a 11 cepas como C. dubliniensis. Sin embargo los
resultados de la PCR madltiple no mostraron, en muchos casos, correspondencia con
estas pruebas fenotipicas (Figura 5). De esta manera se obtuvo, que 34 de las
colonias verdes correspondian a C. albicans correspondientes al 60,7% del total de

aislados.

Figura 5. PCR para colonias verdes. M; peso molecular bp, Calb; Candida albicans
ATCC 90028; carril 1-9; cepas clinicas.
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Las colonias azules, rosadas, lilas y blancas se evaluaron por PCR mdltiple (Fig. 6
y 7). En cuanto a la correspondencia entre CHROMagar Candida y PCR muiltiple,
se encontré que las colonias rosas podian corresponder a C. kruseiy C. parapsilosis
y que en relacién a las colonias azules, una no se identific6 como C. tropicalis.
Igualmente 6 aislados no pudieron identificarse por PCR multiple, debido a que sélo

identifica ocho especies.

Figura 6. PCR colonias blancas y rosadas. M; peso molecular bp, Clus: Candida
lusitaniae ATCC 34449, Cgui: Candida guilliermondii ATCC 6260, Cpar: Candida
parapsilosis ATCC 22019, carriles 1-7; cepas clinicas, B; blanco.

Figura 7. PCR colonias azules. M; peso molecular bp, Ctrop: Candida tropicalisATCC
750, carriles 1-5; cepas clinicas, B; blanco.
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La prueba de zimograma se realizdé, como prueba adicional para los aislados que no
se pudieron identificar plenamente, (ver prueba de reaccidon Fig. 8). Para uno de los
aislados se establecié un diagndéstico preliminar, mientras que las otras no se

identificaron plenamente y se etiquetaron como Candida spp.

Figura 8. Prueba de Zimograma para seis azlcares después de 48 horasde incubacion.

El consenso entre las pruebas fenotipicas y la prueba molecular, permitido la
identificaciéon de las especies y establecer la frecuencia de su presentacion en
la totalidad de la poblacion y de acuerdo a su papel como colonizante o

patdgena. (Figura 9 y Tabla 7).
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Especie Frecuencia {%)

i. Candida atbkans 34(50.7)

2.Candida dubliniensis 2(3,6)
i.Candida glabrato 2 (3.6)
4.Candida krusei 3(5 4)
S.Condida lusitanioe 1(1.8)
6.Candida norvegensis 1(1.8)
7.Candida parapsibsis 3(5.4)
8.Candida spp 5(8,9)
9.Candida tropkofis 5(8,9)
n
0]
§>
3&__
10-
1 2 3 4 5 6 7 8 9
ESPECIE

Figura 9. Frecuencia y porcentajes de especies identificados en el total de aislados,
n=56.

Tabla 7. Frecuencia y porcentaje de especies colonizantes y patégenas.

ESPECIE COLONIZANTES PATOGENAS
Frecuencia (%) Frecuencia (%)
n=40 n=16
Candida albicans 24 (60) 10(62,5)
Candida tropicalis 3(7,5) 2(12,5)
Candida krusei 2(5,0) 1(6,3)
Candida parapsilosis 2 (5,0) 1(6,3)
Candida dubliniensis 1(2,5) 1(6,3)
Candida glabrata 2 (5,0) 0
Candida lusitaniae 1(2,5) 0
Candida norvegensis 1(2,5) 0
Candida spp. 4(10) 1(6,3)

En el grupo estudiado la frecuencia de colonizaciéon por el género Candida fue del

50%, teniendo en cuenta que en dos pacientes se realizaron en cada una dos



aislamientos, es decir en 38 pacientes los aislamientos eran colonizantes. La especie
mas frecuentemente aislada fue C. albicans seguida en menor porcentaje por C.
tropicalis, y Candida spp. El género cumplié un papel como patégeno en el 21,1% de
la poblacién estudiada, C. albicans se mantuvo como la mas frecuentemente aislada,
sin embargo la variacibn de especies como patégenos fue menor que en los

aislados colonizantes.

La frecuencia de factores de riesgo en colonizantes y patdgenas aparece en la Tabla
8

En las pacientes colonizadas por el género Candida, fueron mas frecuentes el uso de
ropa interior de lycra y negra, ropa exterior de lycra y de jean. En las pacientes con
candidiasis vaginal, todas usaban lubricantes vaginales y otro factor frecuente fue
el uso de ropa exterior e interior de lycra. En ambos grupos la frecuencia de uso
de protectores diarios fue similar. Debe anotarse, que las pacientes no presentaban
otros factores descritos como de riesgo como tratamiento con antibioticos de amplio

espectro o uso de corticoides, diabetes, inmunosupresion innata o adquirida, etc..

Tabla 8. Frecuencia y factores de factores de riesgo en pacientes colonizadas o con
candidiasis vaginal.

Colonizantes Patdgenas

Frecuencia (%) Frecuencia (%)
Factores predisponentes n=40 n= 16
Duchas vaginales 11 (27,5) 2(12,5)
Ropa de lycra 32 (80) 13(81,3)
Pantalones de Jean 27 (67,5) 7 (43,8)
Ropa interior negra 31 (77,5) 8 (50)
Lubricantes vaginales 3 (7,5) 16 (100)
Condones 4(10) 2(12,5)
Protectores diarios 23 (57,5) 7 (43,8)

Ropa interior de lycra 33 (82,5) 10(62,5)
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Los aislados evaluados por el método M27-A3 en su mayoria (93,2%) resultaron
sensibles frente al fluconazol, excepto dos aislados, uno de C. albicans y otro de C.
tropicalis que resultaron SDD. Sélo un aislado de C. tropicalis resulté resistente. Los
aislados de C. glabrata son SDD y los de C. Kkrusei se asumen como

intrinsecamente resistentes. (Ver Tabla 9y figura 10).

Tabla 9. CMI y sensibilidad al fluconazol

Especie CMI pg/mL Sensibilidad
Candida albicans n= 34 0,12-4 Sensible/SSD
Candida tropicalis n= 5 0.12-16 Sensible/ SSD7
Resistente
Candida parapsilosis n= 3 0,12-2 Sensible
Candida glabrata n=2 0,12-4 SSD

CMI: concentracion minima inhibitoria

N

Candida albicans Candida glabrata Candida parapsilasis

ESPECIE

Figura 10. Grafico de dispersion de CMI para el fluconazol frente a Candida albicans,
Candida glabrata, Candida parapsilosis y Candida tropicalis.
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DISCUSION

El presente estudio, de caracter descriptivo, fue realizado en 76 gestantes que
asistieron a la consulta externa ginecolédgica de una clinica de maternidad de la ciudad
de Cartagena de Indias, Colombia. El rango de edad oscilaba entre 16 y 36 afios,
en su mayoria con un nivel educativo secundario y dedicadas a las labores del
hogar. El 64,5% de las pacientes se encontraba en el Ultimo trimestre del embarazo
y en su mayoria tenian un solo hijo. El sintoma mas frecuente fue la descarga vaginal,
seguido de mal olor y prurito. En el estudio realizado por Rivero y col. [47 ] en
pacientes gestantes de Venezuela, la sintomatologia predominante fue el flujo vaginal
(65% de los casos) seguido por el prurito. En cuanto a la correspondencia entre el
diagnostico clinico y el diagnéstico de laboratorio, se observd que la vaginosis
bacteriana fue el diagndstico clinico predominante, en contraste con el hallazgo de
biota intermedia, como el mas frecuente, en el diagnéstico de laboratorio. Este
resultado indica que la sola observacion de los sintomas no permite un diagnostico
acertado en la mayoria de los casos, asi como lo anota Rathod y col. [40] en un
estudio sobre vulvovaginitis realizado en India, de alli la importancia de solicitar los
examenes correspondientes para un diagnéstico correcto. Debe anotarse que es una
practica comin en nuestro medio la automedicacion y la no consulta médica por la no
regulacion en la venta de medicamentos, también el uso de tratamientos alternativos
en busca de la mejoria de los sintomas, lo que puede incidir en el bajo namero de
pacientes en consulta ginecologica porsintomalogia vulvovaginal. Los cultivos de los
exudados vaginales resultaron positivos para el género Candida en 71,1% (54
gestantes) de la poblacion, para un total de 56 aislados. En el estudio realizado en
mujeres en edad reproductiva en India por Rathod y col. [40], soOlo el 35% de
los cultivos resulté positivo. En otro estudio realizado en embarazadas en Argentina,
el 28% de los cultivos resultaron positivos [20] y en Colombia, en un estudio en

Medellin, también en embarazadas, la prevalencia fue del 33,3% [19]. El alto
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porcentaje hallado en la poblaciéon estudiada puede estar relacionado con factores
ambientales, dietarios o fisiologicos propios del embarazo. El 60,7% de los aislados
se identificaron como C. albicans, le siguieron C. tropicalis (8,9 %), C. krusei (5,4
%), C. parapsilosis (5,4%) y otras especies en menor porcentaje. En el estudio
realizado por Garcia-Heredia y col. en embarazadas en Argentina, C. albicans
(90,4%) fue la especie mas frecuentemente aislada seguida por C. glabrata, C.
parapsilosis y C. kefyr [20], Duque y col. encontraron en un estudio realizado en
Medellin (Colombia), que C. albicans (77%) fue la mas frecuente, seguida por C.
parapsilosis y C. tropicalis [19], El presente estudio concuerda con la literatura
general sobre la especie mas frecuentemente aislada, aunque se presentan
variaciones con respecto a las demas especies aisladas. El porcentaje de
colonizacién por el género Candida fue del 50%, en lo que refiere a los aislados
realizados en mujeres sin diagnostico de candidiasis vaginal. El 21,1% de Ila
poblacion estudiada resultd positiva para candidiasis vaginal. La prevalencia de
candidiasis vaginal estuvo en el rango de 9 al 5% en el estudio de Rathod y col. [40],
y en el estudio de Andrioli y col. estuvo en un 47,9% [18], Entre los factores de riesgo
importantes para la colonizacion, fueron mas frecuentes los relacionados con
materiales de vestir, capaces de generar calor, tanto para ropa exterior
como interior, mientras que en las mujeres con candidiasis vaginal el mas frecuente
fue el uso de lubricantes vaginales. En el estudio realizado por Andrioli y col. en Brasil
la ropa fue uno de los aspectos diferenciales en los grupos que estudiaron [18], Las
cepas resultaron en su mayoria sensibles frente al fluconazol, el antifingico mas
comunmente utilizado. Duque y col. aunque en su estu utlizaron ATBfungus,

igualmente reportaron sensibilidad frente al fluconazol para todos sus aislados, [19],
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CONCLUSIONES

e La frecuencia de colonizacion por el género Candida en la poblacién fue
relativamente alta con un 50%. Hubo correspondencia en la hip6tesis de este
trabajo sobre la especie mas frecuentemente aislada pero no con respecto a

la segunda especie hallada.

» El diagnéstico de CW solo se establecid en el 21,1% de la poblacion
estudiada. La interpretacion de los sintomas y signos de las pacientes no son
suficientes para el diagnéstico correcto de la vulvovaginitis porque no se
encontré una alta concordancia entre el diagnostico emitido por el médico y
los resultados de los analisis de laboratorio clinico, ya que en muchos casos

se trataba de biota intermedia.

* La colonizacion por el género Candida fue mas frecuente en las pacientes que
usaban ropa confeccionada con materiales que generaban calor, mientras que

en las pacientes con CW el factor mas frecuente fue el uso de lubricantes

vaginales.

 La mayoria de las cepas evaluadas fueron sensibles a fluconazol por lo que no
hubo concordancia con la hipo6tesis de hallar resistencia en el 40% de los

aislamientos.
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ANEXOS



COLONIZACION Y CANDIDIASIS VAGINAL. Cadigo:

INSTITUCION: Fecha.
CUESTIONARIO
Nombres: .ID: .Edad: .Municipio
_Tel
No.Hijos Relaciones sexuales actuales SI() NO ()Estd embarazadaSI() NO ()
Semanas de gestacion____ Fecha Primera menstruacion: Fecha de
tltima menstruacion: Total Afios de estudio

Actividad Laboral: Ama de casa( ), Oficina ( ),Comerciante (), Obrera (),Jubilada (),
Deportista ( ),

Profesional ()

SINTOMAS ACTUALES

Flujo___ Ardor_ Erupciones en area genital_____ Prurito(picor)_
Enrojecimiento____ mal olor genital Dolor con relaciones sexuales
PRESENTACION DE SINTOMAS ACTUALES

Primera vez Segunda vez 3-5 veces 6 0 mas veces

ESTILO DE VIDA
Usted utiliza con frecuencia (Marque si o no debajo de la casilla correspondiente

Duchas Ropa ajustada Ropa  ajustada Ropa interior Gel vaginal
vaginales tipo Lycra de Jean negra protector

Sl NO SI NO Sl NO Sl NO Sl NO
Lubricantes Condones Ovulos Protectores Ropa interior
vaginales anticonceptivos diarios de Lycra

Sl NO Si NO S NO SI NO Sl NO
DIETA

Usted conssume alimentos azucarados ( Postres, dulces, galletas, pan, helados,
chocolates)

No No Muy Una Dos Una vez Dos
recuerda consume ocasionalmente vez al vecesal a la veces por
(una o dos mes mes semana semana

veces por afio)
Una vez 2 veces al 3veces al dia Méas de 3 veces al dia
al dia dia

EN EL ULTIMO ANO LE HAN REALIZADO

CITOLOGIA: SI () NO (). El resultado de su citologia ha sido: Negativo ( ) Positivo (

Frotis vaginal  Si le han realizado frotis vaginal en e Ultimo afio se lo han realizado

Sl NO 1vez 2 veces 3 veces 4 veces Més de cuatro
veces

En el Gltimo afio le han diagnosticac o candidiasis, moniliasis, micosis vaginales

Ninguna vez Una vez Dos Tres veces Cuatro veces
veces
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Le han

recetado

cremas Le han recetado alguna de estas cremas, Ovulos o bafios:( Marque sobre el/los
u 6vulos medjcamento/s)

SI NO Clotrimazol Nistatina/ Isoconazol Canesten Icaden Metrozin Gynoflor Lomecan
metronidazol Otro
Benzirin Otros: Cual?
Rosa

Le han diagnosticado infecciones vaginales: (Marque so Dre la enfermedac )
Hongos Herpes Clamidias  Tricomonas Vaginosis Candidiasis Otras
bacterianas

En la actualidad le han diagnosticado:
Diabetes Lupus Cancer Alergias Dermatitis atépica  Liquen plano  VIH

En la actualidad recibe tratamiento con:

Anticonceptivos Diane35 Atorvastatina Gemfibrozilo  Lovastatatina
Meloxicam Piroxicam Ibuprofeno Losartan Enalapril_
Dolex Alprazolam Fluoxetina Amitriptilina Carbamazepina
Amprenavir Ritonavir Ciprofloxacina Norfloxacina  Penicilinas
Aspirina Acetaminofen Antirretrovirales Estrogenos Isoflavonas
Antibidticos Naproxeno

HALLAZGOS CLINICOS:

FLUJO Blanco Amarillo Gris Espeso Fluido Grumoso Inodoro Fétido
VULVA Normal Edema Ulcerada Eritema Puntos
rojos
VAGINA Normal Seudomembranas Eritematosa Dolorosa
blancas
CERVIX Sano Eritema Edema Ulceras

DIAGNOSTICO CLINICO
CANDIDIASIS
TRICOMONIASIS
VAGINOSIS
BACTERIANA
CLAMIDIASIS
HERPES SIMPLEX
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
Fecha
Muestra 1. Examen directo y cultivo

La muestra se deposita en solucion salinaesteril al 0.85% para cultivo posterior y se toma
una muestra

Observacion enfresco:

Trichomonas vaginalis Hematies
Bacterias Leucocitos
Levaduras Células epiteliales
Blastosporas Células guia
Seudomicelio Notas:
Hitas

Prueba de aminas Positiva Negativa

(KOH 10%)

PH

Muestra 2. Tinciones( SE HACE EXTENDIDO EN DOS PORTAOBJETOS)

Tincidon con Giemsa: Trichomonas vaginalis S NO
Tincién de Gram: Levaduras Diplococos Célula
guia
Blastoconidias Bacilos Notas:
Seudomicelio Bacterias

coreniformes
Hitas Cocos

IDENTIFICACION Y PRUEBA DE SENSIBILIDAD

Cdédigo Muestra Fecha Hora

CHROMagarcandida

Verde Azul Rosa Rosa seca Lila Blanca

Compatible con:

Prueba del tubo germinal en suero: Positiva Negativa

Observacion:
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AgarlLeche:

Observacion compatible con

Otra observacion

PCR Multiplex
Candida albicans
Candida dubliniensis
Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida guilliermondii
Candida lusitaniae
Candida krusei
Candida glabrata___

Candida africana

Evaluacion de sensibilidad antifungica (CMI)

Fluconazol

Itraconazol este antifungico no fue evaluado en el trabajo
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COMITE DE ETICA
Cartagena de Indias

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN INVESTIGACION (MAYORES DE EDAD)

Yo,

CcC por el presente, estoy de acuerdo en participar

en el estudio titulado: "IDENTIFICACION Y PATRONES DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIFUNGICOS DE Candidaspp.
COLONIZANTE Y ASOCIADA A VULVOVAGINITISEN UN GRUPO DE PACIENTES DE LA CIUDAD DE CARTAGENA DE INDIAS"

He sido informado por los investigadores de los objetivos del estudio, el cual pretende Identificar mediante estudio
fenotipico y molecular, asi como evaluar su susceptibilidad a antifingicos, las especies de Candida que se aislen de las
muestras deflujo vaginal de pacientes de instituciones de saludde la ciudad de Cartagena de Indias. Del mismo modo me han
explicado este objetivo en forma entendible para miy han resuelto mis dudas al respecto.

La duracién estimada del estudio es de 12 meses: entiendo que los investigadores pueden detener el estudio ¢ mi
participacién en cualquier momento sin mi consentimiento. Asi mismo tengo derecho a retirarme del estudio en cualquier
momento.

Me han explicado que de acuerdo al literal b, articulo 11, capitulol, titulo 2 de la resolucién 008430 de 1993 del Ministerio
de Salud de Colombia por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en
salud, este estudio esta clasificado como de riesgo minimo, y en él se requiere latoma de muestras de flujo vaginal.

MI participacién en este estudio estara limitada a la toma de muestras de flujo vaginal, la cual serd tomada por personal
capacitado, en cantidades y frecuencias que no afectaran desfavorablemente mi estado general de salud

Los investigadores me han explicado que no recibiré ningln beneficio personal por mi participacién en este estudio. Que mi
participacién puede ser de beneficio para la sociedad, al contribuir a aumentar el conocimiento en el rea biomédica.

Por el presente autorizo a los investigadores de éste estudio a utilizar las muestras de flujo vaginal para este estudio, y los
autorizo a enviarlas a otros laboratorios, tanto nacionales como internacionales para la realizacién de anélisis relacionados
con este estudio.

Ademas, autorizo a los Investigadores responsables a publicar la informacién obtenida como resultado de mi participacion
en este estudio, en revistas u otros medios legales, y de permitirles revisar mi historia clinica, guardando la debida

CONFIDENCIALIDAD de mi nombre y apellidos.

Entiendo que todos los documentos que revelen mi identidad serdn confidenciales, salvo que sean proporcionados tal como
se menciona lineas arriba 6 requeridos por Ley.

De la misma forma, en caso de requerir Informacién adicional puedo comunicarme con el investigador principal Paola Suérez
Alvarez quien labora en el Campus de Zaragocilla, Facultad de Medicina de la Universidad de Cartagena, en la Unidad
Académica de Microbiologia, teléfono 6698178 ext. 140.

Firma y CC del Participante: Iniciales del participante:

Nombre, Firma y CC del Testigo:

Nombre, Firma y CC del Testigo:

Fecha: / / . Investigador




Universidad

de Cartagena
Fundada en 18272

EL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONES DE LA
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

HACE CONSTAR

Que, el proyecto titulado <IDENTIFICACION Y PATRONES DE SUSCEPTIBILIDAD A
ANTIFUNGICOS DE CANDIDA SPP. COLONIZANTE Y ASOCIADA A VULVOVAGINITIS EN
UN GRUPO DE PACIENTES DE LA CIUDAD DE CARTAGENA DE INDIAS”, presentado por
PAOLA SUAREZ ALVAREZ, docente de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Cartagena, se ajusta a los requerimientos de los referentes éticos contemplados en
la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud y al Reglamento de Etica de la
Universidad de Cartagena, tal como consta en el Acta N° 72 del Comité de Etica
en Investigaciones del dia 22 de mayo de 2014,

Para constancia se firma en la ciudad de Cartagena, a los Veintisiete (27) dias de!
mes de mayo del afio dos mi! catorce (2014).

ALVARO OLIVERA DIAZ, MD
Presidente

Vicerrectori'a de Investigaciones

Centro - Cra. 4 No 38-40, Claustro de la Merced Telefax 6642663

E-maii; investigaciones# unicartagena-edu.co web: www.ynicartagena.edu.cQ
Cartagena de indias, D.T y C.- Colombia

SC-C6R1S3473
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