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RESUMEN

Objetivos: Determinar el perfil de sensibilidad antifingica en Candida sp. aislada de
secreciones vaginales de pacientes ambulatorios de una clinica privada de Lima, junio
2019.Método: El presente estudio fue de tipo descriptivo, prospectivo y de corte transversal.Se
aislaron 52 cepas de Candida sp. a partir de secreciones vaginales, durante el mes de junio del
2019. Las muestras fueron cultivadas en Agar Sabouraud Dextrosa y los aislamientos obtenidos
fueron identificadas utilizando métodos convencionales como la produccion de tubo
germinativo, cultivo en CHROMagar™ Candida Medium; la confirmaciéon de especie y la
susceptibilidad antifiingica se realiz6 con el sistema automatizado VITEK®2. Resultados: El
perfil de sensibilidad a los antifingicos en Candida albicans se observo que el 38% (19/50) de
los aislamientos fueron sensibles al fluconazol, el 52% (26/50) sensibles al voriconazol y el
100% de los aislamientos sensibles a la anfotericina B. Se hall6 una susceptibilidad dosis
dependiente al fluconazol del 4%(2/50); ademas se encontro cepas resistentes al fluconazol en
un 58%(29/50) y una resistencia al voriconazol en un 48%(24/50). Se evidencio6 que la totalidad
de las cepas de Candida glabrata presentan susceptibilidad dosis dependiente al fluconazol.
Conclusiones: A partir de los resultados obtenidos en este estudio nos demostraron que
Candida albicans aislada de secreciones vaginales presentaron baja sensibilidad a los azoles
estudiados y eran significativamente sensibles a la Anfotericina B. Las cepas de la especie no
albicans (C.glabrata,) mostraron ser en su totalidad susceptible dosis dependiente.

Palabras clave: Candida, secrecion vaginal, sensibilidad antifiingica.



ABSTRACT

Objectives: To determine the antifungal sensitivity profile in Candida sp. isolated from vaginal
secretions from outpatients of a private clinic in Lima, June 2019.Method: The present study
was descriptive, prospective and cross-sectional. 52 strains of Candida sp. from vaginal
secretions, during the month of June 2019. The samples were cultured in Sabouraud Dextrose
Agar and the isolates obtained were identified using conventional methods such as germ tube
production, cultivation in CHROMagar ™ Candida Medium; confirmation of species and
antifungal susceptibility was performed with the automated VITEK®?2 system. Results: The
sensitivity profile to antifungals in Candida albicans showed that 38% (19/50) of the isolates
were sensitive to fluconazole, 52% (26/50) sensitive to voriconazole and 100% of the isolates
sensitive to amphotericin B. A dose-dependent susceptibility to fluconazole of 4% (2/50) was
found; in addition, strains resistant to fluconazole were found in 58% (29/50) and resistance to
voriconazole in 48% (24/50). It was evidenced that all the Candida glabrata strains have dose-
dependent susceptibility to fluconazole. Conclusions: Based on the results obtained in this
study, it was shown that Candida albicans 1solated from vaginal secretions had low sensitivity
to the azoles studied and were significantly sensitive to Amphotericin B. The strains of the non-
albicans species (C.glabrata) showed be entirely susceptible dose dependent.

Keywords: Candida, vaginal discharge, antifungal sensitivity.



I. INTRODUCCION

La candidiasis vulvovaginal es un tipo de infeccién micotica oportunista del tracto
genital inferior en las mujeres causada por diferentes especies de Candida; fue descrita por

primera vez por J.S. Wilkinson en 1849 al establecer una relacion entre la existencia de hongos
en la vagina y la aparicion de una vaginitis. Esta infeccion es un problema universal, afectando
a millones de mujeres en todo el mundo; supone por su frecuencia y en ocasiones de dificil
tratamiento un problema sanitario de indudable importancia.

Para el tratamiento de la candidiasis vulvovaginal se usan los antifungicos azolicos y
actualmente hay una administracion excesiva de estos ya sea por el autotratamiento con
medicamentos de venta libre o por el tratamiento de pacientes sin prescripcion de examenes de
laboratorio por parte de los médicos, la cual estd causando que el nimero de candidiasis
resistente a los antifiungicos azolicos este en una tendencia creciente.

En la actualidad en el Pert existen escasos estudios sobre la sensibilidad antifiingica de
Candida sp. aislada de secreciones vaginales, por eso es necesario la realizacion de mas
investigaciones que nos permita conocer cudl es la tendencia o el comportamiento de Candida
frente a los diversos antifungicos.

Con respecto a esto, el presente estudio prospectivo se realizd para evaluar el perfil de
sensibilidad a los diversos antifungicos en Candida sp. e identificar los agentes etioldgicos de
candidiasis vulvovaginal entre las mujeres que asistian a una clinica de privada de Lima.

Al conocer el perfil de sensibilidad de Candida sp. frente a los azoles y a la anfotericina
B, se observd que la sensibilidad a los azoles ha disminuido, posiblemente al uso

indiscriminado de estos por parte de la poblacion.



1.1. Descripcion y formulacion del problema

Candida sp. es un organismo saprofito que causa infecciones tanto locales como
invasivas en organismos cuyo sistema defensivo o inmune, local o sistémico, esta dafiado o es
disfuncional. (Figueras et al., 2011; Barrionuevo, 1995).

Candida es el agente patdgeno que causa la candidiasis vulvovaginal, una infeccion que
compromete principalmente vulva y vagina (Duque et al., 2009).

La candidiasis vulvovaginal es la més frecuente en Estados Unidos y Brasil después de
la vaginosis bacteriana, representando 20-25% de las secreciones vaginales infecciosas,
mientras que en Europa es la primera causa de vulvovaginitis (Dalben et al., 2008).

En el Pert, segun el estudio de Guevara et al. (2000), la frecuencia de candidiasis
vaginal es del 24 % donde C. albicans es la especie aislada de mayor frecuencia (50%), asi
mismo otras especies como C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, y C. famata se reportan en
menores porcentajes de los casos de flujo vaginal (Guevara et al. ,2000).

No se conoce la real incidencia de la candidiasis vaginal. Una de las razones es la
automedicacion y/o el sobrediagndstico del problema. Para el tratamiento de la candidiasis
vulvovaginal existe una variedad muy amplia de sustancias bajo la denominacion genérica de
antifingico, que responde a diversas estructuras quimicas y mecanismo de accion (Ciudad,
2007).

En la actualidad se observa una disminucion en la efectividad de estos medicamentos,
es decir, un fendmeno de resistencia de parte del microorganismo a estos farmacos, esto debido
probablemente asociado al uso frecuente de antifungicos para el tratamiento de infecciones
superficiales (Lopez et al., 2016; Fuentes et al., 2013)

En el Pert no se realiza rutinariamente la sensibilidad antifungica de Candida aislada
de las secreciones vaginales; debido al reporte del incremento de cepas resistentes, lo mas

recomendable es desarrollar estudios que permitan conocer el comportamiento de los
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aislamientos clinicos de Candida frente a antifungicos, por lo cual se formuld el siguiente
problema de investigacion:

1.1.1. Problema general

(Cual es el perfil de sensibilidad antifungica en Candida sp. aislada de secreciones
vaginales de pacientes ambulatorios de una clinica privada de Lima, junio 2019?
1.1.2. Problema especifico

e ;Cudl es la distribucion de criterios interpretativos a los antifungicos; fluconazol,
voriconazol y anfotericina B de Candida albicans aislada de secreciones vaginales de
pacientes ambulatorios de una clinica privada de Lima, junio 2019?
e ;Cudl es la distribucion de criterios interpretativos al fluconazol de Candida glabrata

aislada de secreciones vaginales de pacientes ambulatorios de una clinica privada de

Lima, junio 2019?
1.2. Antecedentes

Carlos y Rodriguez (2006), elaboraron una investigacion donde aislaron e identificaron
Candida de pacientes con vulvovaginitis, asimismo determinaron el perfil de sensibilidad
frente a la Anfotericina B, Ketoconazol y Fluconazol , para ello recolectaron 60 cepas de
Candida de pacientes atendidos en el Hospital Nacional “Dos de Mayo” .La identificacion
presuntiva de las especies de Candida lo hicieron con CHROMagar Candida® y la prueba
del tubo germinal, para la identificacion definitiva realizaron la asimilacion y fermentacion
de carbohidratos (Auxonograma y Zimograma). Para obtener los valores de concentracion
minima inhibitoria (CIM) utilizaron la técnica de microdilucion en caldo. Los resultados
mostraron que las especies aisladas fueron Candida albicans (75%), Candida glabrata
(11,6%), Cdndida tropicalis (10%), Candida krusei (1,7%) y Candida parapsilosis (1,7%);
ademas concluyeron que la sensibilidad de las especies de Candida frente al Fluconazol fue

del 87%, Ketoconazol 73% y para Anfotericina B 100%, también observaron sensibilidad
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dosis dependiente de las especies de Candida frente al Fluconazol en un 13% y al Ketoconazol
en un 22%. Observaron resistencia al Ketoconazol unicamente en el 7% de cepas de Candida
albicans.

Dalben et al. (2008), realizaron una investigacién donde determinaron la susceptibilidad
antifingica in vitro de levaduras de fuentes vaginales. Para ello aislaron 78 levaduras de
mujeres con candidiasis vulvovaginal en Brasil. Su sensibilidad in vitro fue investigada por el
método de microdilucion frente a ketoconazol, fluconazol, itraconazol, nistatina y anfotericina
B. Sus resultados para ketoconazol, mostraron resistencia 41,5% de las cepas de Candida
albicans y 96% de Candida no-albicans (100% de C. glabrata) y para fluconazol fueron
resistentes el 3,8% de Candida albicans 'y el 8,0% de Candida glabrata. S6lo 1,9% de Candida
albicans y 20% de las de Candida no albicans fueron resistentes a itraconazol y el 5,7% de las
Candida albicans y el 8% de las Candida no albicans (s6lo Candida glabrata) fueron
resistentes a Anfotericina B. Para nistatina no hubo aislamientos resistentes, pero si una elevada
frecuencia de sensibilidad dosis dependiente “in vitro™.

Giusano et al. (2009), realizaron un estudio donde determinaron la frecuencia y el perfil
antifingico de especies de Candida spp. aisladas de exudados vaginales de nifas
premenarquicas con vulvovaginitis en Argentina. Para ello recogieron 42 aislamientos
primarios de levaduras. Las cepas se sembraron en CHROMagar Candida y se identificaron de
acuerdo con la metodologia convencional de Kreeger-Van Rij y con el sistema API ID32Cs.
La sensibilidad antifingica in vitro se estudié mediante el método de difusion en agar. Sus
resultados exhibieron una frecuencia para Candida albicans (60,9%), Cdndida glabrata
(19,6%), Candida tropicalis (8,7%), Candida parapsilosis (4,3%), Candida krusei (4,3%) y
una Candida famata (2,2%). Una cepa de Candida glabrata y una cepa de Candida albicans
resultaron con baja sensibilidad a fluconazol y manifestaron el mismo perfil para Itraconazol,

lo que demostro la capacidad de estas levaduras para desarrollar resistencia cruzada entre esos
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azolicos. Por otro lado, es llamativo el hallazgo de 4 cepas de Candida glabrata con
sensibilidad intermedia a Ketoconazol. Candida krusei mostrd su reconocida resistencia a
fluconazol pero fue sensible al resto de los antifungicos ensayados. Candida tropicalis,
Candida parapsilosis y Candida famata resultaron sensibles a fluconazol, Itraconazol y
ketoconazol. Todas las especies fueron sensibles a clotrimazol, miconazol y nistatina. Los datos
aqui presentados contribuirian al conocimiento de la epidemiologia y serian un aporte para el
tratamiento de la vulvovaginitis en nifias premenarquicas.

Duque et al. (2009), hicieron un estudio donde caracterizaron la candidiasis
vulvovaginal en 150 mujeres con vaginitis por Candida en Colombia. La identificacion de
especie se confirmo por el método API 20 C AUX, y el perfil de sensibilidad por ATB fungus.
La prevalencia de las diferentes especies fue Candida albicans 80%, Candida parapsilosis
10%, Candida glabrata 5,3%, Candida tropicalis 2%, Candida guillermondii 1,3%, Candida
kefyr 0,7% y Candida famata 0,7%. El 90% de los aislamientos de Candida albicans fueron
sensibles al fluconazol, itraconazol y voriconazol. El 100% de los aislamientos de Candida
glabrata sensibles a fluconazol y voriconazol. Candida kefyr fue intermedio a fluconazol en el
100% de los aislamientos. Todas las otras especies aisladas fueron 100% sensibles a los
antimicoticos evaluados.

Pinoncely (2010), realizd6 una investigacion sobre prevalencia de la resistencia a
antifungicos y de mutaciones en genes UPC2, TACI, MRR1 y ERG3 asociados a la resistencia
a antifungicos en especies de Candida aisladas de pacientes ginecoldgicas en México. Para
ello se recolectaron 47 muestras positivas a Candida spp. Para medir la sensibilidad de los
antifungicos se realizd con discos de difusion; el diagnostico molecular se utilizé para la
identificacion de las especies de Candida. Los resultados mostraron que el 54% de las muestras
positivas pertenecian a Candida albicans, el 37% a Candida glabrata y el 9% a Candida

parapsilosis Del total de las muestras el 42.6% presentd una sensibilidad intermedia y un
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42.6% una resistencia total a los azoles y el 95.7% fue sensible a la nistatina. La especie de C.
glabrata fue la que tuvo un perfil de resistencia mas alto al itraconazol y ketoconazol en el
94.1% de las muestras, al clotrimazol y fluconazol en el 82.4% y al miconazol en el 58.8%.
Candida albicans presento indices de resistencia por arriba del 40% a todos los antifingicos
azo6licos y fue la Uinica especie qué presento resistencia a la nistatina.

Sudrez et al. (2015), desarrollaron una tesis en Nicaragua donde determinaron el perfil
de resistencia micotica al clotrimazol, fluconazol y nistatina de Candida sp. en mujeres en la
segunda mitad del embarazo, con la clinica de candidiasis vulvovaginal, para ello la muestra
estuvo conformada por 45 cultivos de secreciones vaginales, para la identificacion presuntiva
utilizaron la prueba de KOH con muestra al fresco, también realizaron la prueba del tubo
germinal, el cultivo para el aislamiento micdtico. La susceptibilidad fue obtenida in vitro
mediante la técnica de disco difusion. Los resultados mostraron una resistencia importante para
cada grupo totalizando las 45 muestras en 51,1% cepas sensible, 33,3% de cepas
completamente resistentes y en el minimo de 15,6% de cepas con resistencia intermedia Los
farmacos a los cuales se presentd mayor resistencia fueron el clotrimazol y fluconazol. Por eso
respaldan la posicion sobre el uso racional de los antibioticos.

Perurena et al. (2016), realizaron un estudio donde evaluaron la susceptibilidad
antifingica de aislados vaginales de pacientes cubanas con sospecha de candidiasis
vulvovaginal. Para ello realizaron las pruebas de susceptibilidad in vitro con la galeria ATB™
Fungus 3 frente a diferentes antifingicos (5-fluorocitosina, anfotericina B, fluconazol,
itraconazol y voriconazol) a 28 aislados pertenecientes al género Candida. Las especies
estudiadas fueron C. albicans (16), C. glabrata (5), C. krusei (2), C. parapsilosis (2), C.
tropicalis (1), C. inconspicua (1) y C. lusitaniae (1). De los 16 aislados de C. albicans, la
totalidad (100 %) fue sensible a la anfotericina B. Dos de los aislados de C. albicans mostraron

resistencia al fluconazol con CMI > 128 mg/L (12,5 %), dos al itraconazol con una CMI > 4
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mg/L (12,5 %), mientras que para el voriconazol un aislado (6,25 %) con una CMI > 8 mg/L.
Al evaluar la 5-fluorocitosina, 15 aislados (93,75 %) fueron sensibles y uno (6,25 %) fue
resistente.

Herreras (2017), desarrollé una investigacion sobre resistencia a antifungicos de
eleccion de especies de Candida aisladas de pacientes con candidiasis vaginal en Ayacucho el
2017. El estudio fue de tipo descriptivo en el cual se aislaron 110 cepas de Candida. Las
muestras fueron analizadas mediante el método directo KOH 10% y aisladas en Agar
Sabouraud Dextrosa con antibidtico, las cepas obtenidas fueron identificadas mediante la
produccion de tubo germinativo, cultivo en Chrom Agar, produccion de clamidosporas, prueba
de la ureasa, asimilacion de Carbohidratos, resistencia a la cicloheximida, formacioén de
pelicula en Caldo Sabouraud. Los resultados indican que la especie mas aislada fue Candida
albicans 86,4%, seguida de Candida glabrata 9,1%, Candida parapsilosis 2,7%, Candida
tropicalis 0,9% y Candida krusei 0,9%. Obtuvieron un total de cepas resistentes de C. albicans
(10/95) a fluconazol con CMI> 128 pg/mL y para voriconazol (10/95) con CMI> 16 ug/mL;
C. glabrata tue S-DD (3/10) a fluconazol con CMI=16-32 pg/mL y para voriconazol mostraron
sensibilidad con CMI= 0,25 - 0,5 pg/mL; Candida krusei presento resistencia a fluconazol con
CMI > 128 pg/mL y sensibilidad a voriconazol con CMI = 0,25 ng/mL, por otro lado Candida
parapsilosis y Candida tropicalis fueron sensibles a ambos antifungicos.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general
Determinar el perfil de sensibilidad antifungica en Candida sp. aislada de secreciones

vaginales de pacientes ambulatorios de una clinica privada de Lima, junio 2019.
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1.3.2. Objetivo especifico

e Determinar la distribucion de criterios interpretativos a los antifungicos; fluconazol,
voriconazol y anfotericina B de Candida albicans aislada de secreciones vaginales de
pacientes ambulatorios de una clinica privada de Lima, junio 2019.

e Determinar la distribucion de criterios interpretativos al fluconazol de Candida
glabrata aislada de secreciones vaginales de pacientes ambulatorios de una clinica
privada de Lima, junio 2019.

1.4. Justificacion

La candidiasis vulvovaginal es un problema universal, afectando a millones de mujeres
en todo el mundo; el nimero de estas infecciones esta en aumento continuo, constituyendo una
causa importante de morbilidad.

La automedicacion y el uso frecuente de antimicoticos ha contribuido al aumento de las
poblaciones de Candida resistente a los diversos antifungicos principalmente a los azoles; esto
repercute negativamente en la calidad de vida de las mujeres que la padecen, complica el cuadro
clinico y el tratamiento. Los datos que se consiguio en este estudio nos permitié conocer como

es el comportamiento de los aislamientos clinicos de Candida sp. frente a los antifungicos.
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Il. MARCO TEORICO
2.1. Bases tedricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. Flujo vaginal
Se denomina como flujo vaginal a toda pérdida no hematica que sale por los genitales
femeninos.
Normalmente el flujo vaginal deriva de trasudacion de fluidos de los vasos capilares de
la vagina mezclados con:
1. Moco: secrecion de glandulas cervicales.
2. Células: descamacion vaginal.
3. Secrecion vestibular: Bartholino y otros.
El flujo vaginal excesivo puede ser el resultado de la exageracion de un fendmeno
natural (Saldarriaga y Artuz, 2010).
El flujo vaginal esta constituido por agua, electrolitos, glucosa y mantiene un pH menor
a 4.5 que favorece el crecimiento de organismos en medio 4cido (los lactobacilos) inhibiendo
el crecimiento de otros. El conjunto de organismos que normalmente viven en la vagina esta
compuesto principalmente y otros organismos como Staphylococcus epidermidis,
Corynobacterias, Gardenella vaginalis, anaerobios, etc (Ministerio de Salud [MINSA], 2009).
Reguladores importantes:
e Estrogenos: que afecta directamente la trasudacion, a mayor nivel de estrogeno
mayor flujo.
e Lactobacilos: que metabolizan los azlcares a acido lactico, manteniendo el pH
acido. lo que inhibe el crecimiento de otras bacterias. Ademas producen H>O> que

inhibe el crecimiento de bacterias anaerobicas (MINSA, 2009).

Los flujos genitales se clasifican asi:
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2.1.1.1. Fisiolégicos:

1.

2.

Premenstrual (de origen cervical por hiperemia).

Postmenstrual (alteraciones del pH vaginal, sangre, etc.)

Intermenstrual (de origen cervical por aumento de niveles hormonales durante
la ovulacion).

En la adolescencia aparece un flujo escaso, mucoso, de origen hormonal.

En la menopausia, flujo escaso, inodoro, liquido, asociado a hipoestrogenismo

(Saldarriaga y Artuz, 2010).

2.1.1.2. Patolégicos:

Enddgenas: proliferacion desordenada de la flora vaginal, secundaria a la
ruptura de equilibrio vaginal. Los desencadenantes de estas rupturas
habitualmente son tratamientos antibidticos, duchas vaginales repetidas,
problemas  endocrinologicos  (diabetes, toma de  anovulatorios,
hipoestrogenismo, etc.) (Bajo et al., 2009)

Exodgenas: colonizacion por agentes patogenos distintos a la flora habitual. La
via sexual es la principal puerta de entrada. La proliferacion de estos patdgenos
(bacterias, hongos, parasitos o mixtas), suele acompanarse de una alteracion del
medio vaginal, favoreciendo la proliferacion de la flora habitual, explicando la
frecuencia de infecciones asociadas (Saldarriaga y Artuz, 2010; Bajo et al.,

2009).

2.1.2. Candidiasis vulvovaginal

Es una enfermedad inflamatoria que afecta la mucosa vaginal y la vulva, producida por

diferentes especies del género Candida, secundaria generalmente a condiciones fisioldgicas

alteradas, que determinan una disminucion de la inmunidad local (Cancelo et al.,2013).
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2.1.2.1. Etiopatogenia. Los agentes causales son levaduras del genero Candida |,

pertenecientes a la Phylum Ascomycotina, clase Saccharomycetes ; son organismos eucariotas

los cuales tienen la particularidad de formar levaduras, pseudohifas e hifas, siendo la ultima

una caracteristica de los hongos patdégenos para invadir tejidos , a excepcion de Candida
glabrata la cual solo se presenta en forma levaduriforme (Laforet, 2010; Guerrero, 2016).

Existen aproximadamente 163 especies pertenecientes al género Candida y 10 de ellas
son responsables de la mayoria de las infecciones fungicas, siendo Candida albicans la especie
mas importante. Son microrganismos comensales en el hombre y colonizan mucosas del tracto
intestinal (50 % a 70 %), boca (30 % a 50 %), vagina (5 % a 30%) y piel (4 % a 7 %). Su
presencia en las manos en personal médico es de 20 % y hasta 80 % en personal de enfermeria
(Zurita, 2018).

El equilibrio entre la infeccion, la colonizacién y la eliminacion depende de la
capacidad de las cepas de Candida para modular la expresion de factores de virulencia en la
respuesta a los cambios del medio ambiente, combinado con la competencia del sistema
inmune del huésped (Mufioz, 2012).

Se clasifica en:
= Infeccién no complicada

e Esporadica

Sin enfermedad subyacente

Producida por Candida albicans

Paciente no embarazada

Intensidad leve o moderada

= Infeccién complicada
e Enfermedad subyacente

o Diabetes mellitus
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o Infeccién por el virus de inmudeficiencia humana
e Infeccion recurrente (cuatro episodios o mas al afio)
o Causada por especies de Candida distintas a C. albicans
o Embarazo infeccion grave. (Mandel et al., 2006)
2.1.2.2. Patogénesis. La colonizacion por Cdndida se puede dar de diferentes formas
desde barrido de las regiones perianales o anales, e incluso por introduccion digital o sexual,
con lo cual se inicia una vida comensal del patogeno (Carlos y Rodriguez, 2006).

Alteraciones metabolicas o inmunoldgicas propician la proliferacion descontrolada del
microorganismo y su transformacion en estructuras con mayor capacidad patogénica (Vélez y
Montoya, 1987).

Pasos de la patogénesis de Candida:

A. Adhesion. La adherencia de las especies de Candida a las mucosas es un paso
necesario para iniciar la infeccion; es crucial en la supervivencia de las esporas. La capacidad
de adhesion de C. albicans es superior a la de otras especies y ello podria explicar la mayor
frecuencia de esta especie en este tipo de infecciones. A mayor capacidad de adhesion mas
virulencia. La adhesion tiene lugar por la unién a un receptor de membrana (iCb3 y
fibronectina) por parte de una proteina transmembrana de la membrana micotica (andloga a la
integrina). Esta proteina micdtica es capaz de anclarse en el receptor epitelial (Barrionuevo,

1995; Barrenetxea, 2002).
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B. Invasion. Una vez adheridas, las esporas son incapaces de penetrar en el epitelio
vaginal y causar una vulvovaginitis. Para ello es necesaria la germinacion de las esporas y el
desarrollo de hifas y micelios. Una vez formados los micelios, Candida es capaz de penetrar e
invadir el epitelio vaginal. Este proceso de penetracion estd directamente relacionado con la
produccion de una serie de proteasas capaces de destruir proteinas con funcidén defensiva a
nivel de la mucosa vaginal por parte de las hifas (Barrenetxea, 2002).

Estas enzimas pueden ser de dos tipos: proteasas, que hidrolizan las uniones peptidicas
y fosfolipasas, que hidrolizan los fosfoglicéridos. Una vez en las células epiteliales, los
microorganismos contintian el proceso de germinacion y crecimiento (Barrionuevo, 1995).

La invasion epitelial ocasiona la liberacion de una serie de sustancias (prostaglandinas,
bradiquinina) con capacidad de inducir cambios inflamatorios a nivel local: ello ocasiona
edema, eritema e incremento del flujo vaginal. De hecho, la leucorrea candidiasica consiste en
una mezcla de células vaginales exfoliadas y polimorfonucleares (Carlos y Rodriguez, 2006).

2.1.2.3. Factores desencadenantes de la enfermedad.

A. Factores hormonales. La accion estrogénica y el déficit de insulina producen el
aumento en la concentracion de carbohidratos en la mucosa vaginal por lo tanto favorecen a la
multiplicacion de Candida (Vélez y Montoya, 1987).

B. Factores fisicos. El calor y la humedad favorecen la maceracion de la piel,
propiciando la infeccion cutdnea y a partir de ella, por contigiiidad, la invasion del tejido
vaginal (Vélez y Montoya., 1987).

C. Uso de antibidticos. La flora bacteriana vaginal actlia como un factor negativo
sobre la capacidad de proliferacion de las levaduras pues al encontrarse en mayor cantidad,
compite por el sustrato alimenticio. Ademas, las bacterias producen factores inhibidores del
crecimiento de Candida mediante los cuales se controla su proliferacion. Al administrar

antibidticos y en general sustancias antibacterianas, en forma sistémica o local, se destruye la
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flora bacteriana, permitiendo el crecimiento libre de las levaduras y convirtiéndose en uno de
los factores mas importantes que propician la candidiasis vaginal (Vélez y Montoya, 1987).

D. Factores exogenos. Estudios de pH vaginal comprueban que la adhesividad es
mayor en medios neutros o ligeramente alcalinos. Mientras mds se aproxime el pH vaginal a
valores normales (4.0-4.5) més se dificulta la adherencia de la Candida (Vélez y Montoya,
1987).

E. Factores enddgenos. En la pared de la Candida existe una serie de sistemas
enzimaticos que facilitan la adhesividad al epitelio; un conjunto de proteasas o enzimas
proteoliticas parece jugar un papel fundamental. Recientemente se han descrito en Candida
receptores citoplasmaticos para estrogenos, que le permiten interactuar con dicha hormona,
estimulandose la transformacion miceliar (Vélez y Montoya, 1987).

2.1.2.4. Tratamiento de la candidiasis vulvovaginal. Los antimicoticos pueden ser
fungistaticos o fungicidas segun inhiban el crecimiento o produzcan lisis de los hongos (Lépez
et al, 2016).

La seleccion de la alternativa terapéutica dependera del juicio del médico, con relacion
al cuadro clinico y las caracteristicas de la paciente en particular. Las alternativas terapéuticas

disponibles son dos: polienos y los azoles (Ciudad ,2007).

A. Polienos. Los polienos mas importantes son la nistatina, que se usa en forma
topica, y la anfotericina B, que se administra por via intravenosa. Son de estructura lipidica, lo
que dificulta utilizarlas en el tratamiento de pacientes (Tapia, 2005).

Su mecanismo de accion esta mediada por la union al ergosterol de la membrana celular
del hongo, que resulta en la formacién de poros por los cuales hay pérdida de potasio y otros
cationes, conduciendo a la muerte celular. Se le atribuyen propiedades oxidativas, inhibicion
de la actividad metabolica y propiedades inmunomoduladoras no muy bien definidas (Lopez

et al, 2016).
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Mecanismo de Resistencia.

Las especies de Candida més proclives a desarrollar resistencia a los polienos suelen
hacerlo mediante alguno de estos mecanismos:

a) Por mutacion de los genes Poll a Pol5, aumentando la actividad catalasa y reduciendo
el dafio oxidativo sobre la membrana; o

b) Por defectos en los genes ERG2 y EGR3, que modifican la composicion de la membrana
y disminuyen la presencia del ergosterol o lo sustituyen por otros esteroles metilados (Carlos
y Rodriguez ,2006).

B. Azoles. Los antiflingicos azolicos son farmacos fungistaticos. Compuesto por dos
familias: los imidazoles, que poseen 2 4&tomos de nitrogeno en el anillo azol y los triazoles, que
poseen 3 atomos de nitrégeno en el anillo azol; comparten mecanismos de accion y resistencia.
Entre de los imidazoles estan clotrimazol, miconazol y ketoconazol. Los triazoles se toleran
mejor; entre de ellos destacan fluconazol e itraconazol, que son los triazoles de primera
generacion; recientemente se desarrollaron los de segunda generacion, entre ellos voriconazol,
ravuconazol y posaconazol, cuyo espectro de accion ha mejorado frente a otros hongos (Tapia,
2005; Rivas y Cardona, 2009).

El mecanismo de accion es actuar sobre la membrana celular e inhibir de forma
selectiva la enzima 14 a esterol demetilasa o también llamada Ergllp, encargada de la
biosintesis del ergosterol, que es dependiente del citocromo p450. La disminucion del
ergosterol, en conjunto con la acumulacidon de compuestos intermedios en la sintesis del mismo,
conlleva a una pérdida de la funcionalidad de la membrana plasméatica (Goémez, 2010;

Pinoncely, 2010).
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Mecanismo de Resistencia.

Existen dos mecanismos por los que Candida puede adquirir resistencia a un azol. El
primer mecanismo se debe a mutaciones moleculares de la enzima diana del antifungico, como
la alteracion de las enzimas relacionadas en la sintesis del ergosterol; el segundo mecanismo
se debe a la formacion de barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo del antifiingico
fuera de la célula, como la alteracion en las bombas de expulsion: ATP-binding cassette (ABC)
y facilitadores mayores (MF) (Lopez et al., 2016).

2.1.3. Meétodos para el estudio de la sensibilidad a los antifiingicos

En 1992 se publicé en Estados Unidos el primer documento estdndar internacional para
susceptibilidad de levaduras elaborado por el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), actualmente Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) basado en un
método de macrodilucion en caldo (Zapata y Cardona, 2012).

En 1997, se aprob6 definitivamente el método conocido como M27-A en el que se
incorporan los puntos de corte de fluconazol, itraconazol y 5-fluorocitosina y las CMI para las
cepas control de calidad (Canton, et al 2008).

En un intento de facilitar y agilizar la realizacion de las pruebas de sensibilidad a los
antifingicos en los laboratorios clinicos; el comité estandarizé el método de difusion en disco,
fue aprobado definitivamente en 2004 (documento M44-A) (Canton, et al., 2008).

Los métodos de dilucion en caldo se ha establecido como “Gold standard” frente a otros
métodos que evalian susceptibilidad antifiingica; ademas de confirmar resistencias inusuales,
da respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado.
Este método mide la concentracion inhibitoria minima de distintos farmacos antifingicos,
como anfotericina B, fluocitosina, fluconazol, ketoconazol, itraconazol y los nuevos triazoles

como voriconazol, posaconazol y ravuconazol (Lopez et al, 2016; Zapata y Cardona, 2012)
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Los métodos de referencia no son aplicables en la practica de un laboratorio clinico y

por ello, se han desarrollado métodos comerciales méas sencillos como:

Vitek 2® (bioMerieux, Francia): es un método automatizado para determinar la
CIM basado también en la metodologia de la microdilucion del CLSI, utilizando
una lectura espectrofotométrica. Tiene la ventaja de encontrarse acoplado a la
identificacion de levaduras y muestra buena correlacion para Candida spp con los
métodos de microdilucion de referencia (CLSI y EUCAST) (Zapata y Cardona,

2012; Castro et al., 2019).
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III. METODO

3.1. Tipo de investigacion

Es un estudio descriptivo, prospectivo y de corte transversal debido a que la medicion
de las variables se realizé en un momento determinado en el tiempo. Disefio no experimental,
dado que no se manipulo las variables para ver efectos en otras.
3.2. Ambito temporal y espacial

Las muestras de secrecion vaginal procedieron de pacientes ambulatorios atendidos en
una clinica privada de Lima y fueron procesadas en el servicio de microbiologia de un
laboratorio privado ubicado en San Isidro - Lima. Las muestras fueron recolectadas durante el
mes de junio del 2019.
3.3. Variables

= Perfil de sensibilidad antifingica de Candida sp.
= (andidiasis vulvovaginal.
3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion

La poblacion estuvo conformada por pacientes con diagnostico clinico de

vulvovaginitis atendidas en una clinica privada ubicada en la ciudad de Lima-Pert.
3.4.2. Muestra

Siendo la variable de interés cualitativa y la poblacion homogénea, se aplico el muestreo

aleatorio simple y para hallar el tamafio de la muestra se uso la siguiente formula:

n=_ 7Z’xpxqgxN__
NxE*+Z2xpxq

Doénde:

n = tamafio de la muestra
N = Universo. 450
E = error de estimacion. Precision o error maximo permitido (se asumird un valor de 0.05)

Z = 1,96 para un nivel de confianza de 95% (se asumira un valor de 1.96).
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p = Probabilidad de éxito (se asumira un valor de 0.2)

q = Probabilidad en contra. (1-p)

Reemplazando los valores en la formula:

n= (1.96)*x 0.2 x (1 - 0.2) x 450
450 x (0.05)> + (1.96*x 0.2 x (1 - 0.2)

n= 159

Por tanto, para la realizacion del presente estudio, con un nivel de confianza de 95% y
una precision de 5%, se requirié segun el calculo muestral 159 cultivos de secrecion vaginal
de donde se investigue Candida, las cuales fueron almacenadas en crioviales durante el mes de
junio del 2019.
3.5. Instrumentos

Para el registro de los datos de la investigacion se utilizé un documento de registro,
como fue una ficha de recoleccion de datos. (Anexo A) para obtener informacion de cada
unidad de analisis. Estas fichas debidamente elaboradas y ordenadas fue donde se registraron
todos los datos que se recopilaron durante la investigacion, los cuales fueron organizados en
una base de datos para su analisis.
3.6. Procedimientos
3.6.1. Procedimiento de recoleccion y siembra de las muestras

Al recibir las muestras de secrecion vaginal en el medio de transporte Amies se procedio
a la siembra en el medio de cultivo de agar Sabouraud Dextrosa con cloranfenicol contenidas
en viales de 10 mL de capacidad y se mantuvieron entre 25 y 30°C, durante 2 a 3 dias.
Observandose ausencia de crecimiento o la presencia del mismo, luego se realiz6é un recuento
del numero de colonias de las levaduras aisladas.

Se defini6 como colonizacion hasta 10 colonias y se considerd como infeccion cuando

se recuperaron mas de 10 colonias (Higashide et al., 1988).
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3.6.2. Prueba del tubo germinal o filamentacion precoz
Metodologia
= Se emulsiond una porcién de la colonia aislada en 0,5 ml de suero humano.
= Seincubd a 35 °C durante 2 h y 30 min. (Guevara et al., 2007)
= Se depositd 2 gotas de la emulsion sobre un portaobjetos limpio y desengrasado,
y se colocd un cubre-objetos y se observo al microscopio a 40x.

Interpretacion: La prueba se considero positiva cuando se visualizé la presencia de una
estructura elongada que se origina a partir de la levadura. El verdadero tubo germinal de
Candida albicans no esta estrechado en su origen; las seudohifas tempranas de C. tropicalis
pueden ser similares, pero muestran una zona de constriccion caracteristica adyacente a la
célula madre esto debido a la formacién de seudohifas derivadas de un proceso de brotacion de
la blastoconidia. (Koneman et al., 2008)

3.6.3. Identificacion presuntiva de las especies de Candida en agar cromogénico
(CHROMagar™ Candida Medium)
= Paralaidentificacion de las especies de levaduras, se inocul6 una asada de un cultivo
fresco de agar Sabouraud en una placa de agar CHROMagar™ Candida Medium.
(Becton Dickinson).

= Los cultivos fueron incubados a 37° C y examinados visualmente a las 48 y 72 h

para evaluar la morfologia y el color de las colonias.

Interpretacion: Las cepas fueron identificadas en este medio de acuerdo a instrucciones
del fabricante .Las colonias de Candida albicans presentaron un color de verde claro, las
colonias de Candida tropicalis, de azul verdoso a azul metélico y las colonias de Candida

krusei, rosado claro con borde blanquecino.
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3.6.4. VITEK®2 COMPACT
Se siguio el inserto de la casa comercial. (BIOMERIEUX)

e Antes de utilizar las tarjetas del sistema Vitek 2, cada aislamiento fue
subcultivado en agar Sabouraud e incubado durante 48h a 35 °C para asegurar
su pureza y viabilidad.

e El indculo para el sistema Vitek 2 fue preparado a partir de suspension de
levaduras en 3 ml de solucion fisiologica —agua destilada (1:1), hasta una
turbidez equivalente a 1,8-2,2 de McFarland, utilizando el instrumento
DensiChek ® (bioM¢érieux). Para las pruebas de susceptibilidad a los
antifungicos cada suspension fue diluida apropiadamente, transfiriendo 280 uLL
a un tubo con 3 ml de fisiologica —agua destilada (1:1)

e En los in6culos preparados se coloco las tarjetas a usar.

e Los cassettes fueron colocados en el instrumento Vitek 2; las tarjetas se llenaron
e incubaron en el equipo y luego leyeron por espectrofotometria.

e Los resultados de CIM se expresaron en pg/ml, de acuerdo a lo procesado por
el software del equipo.

3.7.  Analisis de datos

Para el analisis de datos se construyd una base de datos y se utilizd pruebas de
estadistica descriptiva; para la investigacion del perfil de la sensibilidad antifiingica se utilizo
el software Whonet 5.6.
3.8. Consideraciones éticas

Los datos de los pacientes y sus resultados fueron mantenidos en forma confidencial.

Solo la investigadora tuvo acceso a los datos los cuales se conservaron en un registro digital.
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IV. RESULTADOS
Las pruebas de sensibilidad se realizaron por la metodologia de microdilucion del
sistema automatizado Vitek®2. Por ser Candida albicans la especie mas aislada en el estudio
se realiz6 el perfil de sensibilidad frente a los antifingicos, encontrando una sensibilidad al
fluconazol del 38%, al voriconazol un 52% y a la anfotericina B del 100%. (Tabla 1)

Tabla 1

Perfil de sensibilidad antifiingica en Candida sp. aislada de secreciones vaginales de
pacientes ambulatorios atendidos en una clinica privada de Lima, junio 2019.

Microorganismo Niimero de aislamientos AMB %S VOR %S FLU %S

Candida albicans 50 100 52 38

AMB: Anfotericina, VOR: Voriconazol, FLU: fluconazol, %S: porcentaje de sensibilidad
Fuente: datos de la investigacion

Se encontré 50 cepas de Candida albicans en este estudio, la totalidad 100% (50/50)
fue sensible a la anfotericina B todas con CMI< 1 mg/L.

Frente al fluconazol el 58 9%(29/50) de las cepas aisladas de Candida albicans
mostraron resistencia, el 38%(19/50) de los aislados fueron sensibles y el 4 %(2/50) de las
cepas resultaron con susceptibilidad dosis dependiente.

Mientras que para el voriconazol el 48%(24/50) de las cepas fueron resistentes y el 52%

(26/50) de los aislados fueron sensibles. (Tabla 2)
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Tabla 2

Distribucion de Criterios interpretativos a los Antifiingicos; fluconazol, voriconazol y
anfotericina B de Candida albicans aislada de secreciones vaginales de pacientes
ambulatorios atendidos en una clinica privada de Lima, junio 2019.

Nombre del  Puntos de Rango
antibiético corte %R %SDD %S %R9I5S%I.C. CIM50 CIM90 de CIM
Anfotericina B S<=1 R>1 0 0 100 0.0-8.9 0.5 0.5 0,25-1
Fluconazol S<=2 R>=8 58 4 38 43.3-71.5 8 32 1 - 64-

Voriconazol  S<=.125R>=1 48 0 52 33.9-62.4  0.125 1 0,12 - 8-

R: Resistente, SDD: susceptibilidad dosis dependiente, S: sensible, CIM: concentracion minima inhibitoria, I.C.:
Indice de confianza
Fuente: datos de la investigacion.

Se evidencid que la totalidad 100% (2/2) de las cepas de Candida glabrata presentan
susceptibilidad dosis dependiente al fluconazol. (Tabla 3)

Tabla 3

Distribucion de criterios interpretativos al fluconazol de Candida glabrata aislada de
secreciones vaginales de pacientes ambulatorios atendidos en una clinica privada de Lima,
Junio 2019.

Nombre

del Puntos Rango de
antibiotico de corte %R %SDD %R95%I1.C. CIM50 CIM90 CIM
Fluconazol SDD<=32 R>=64 0 100 0.0-80.2 4 8 4 - 8-

R: Resistente, SDD: susceptibilidad dosis dependiente, CIM: concentraciéon minima inhibitoria, I.C.: Indice de
confianza
Fuente: datos de la investigacion.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

A partir de los hallazgos encontrados en el presente estudio, se observo que el perfil de
sensibilidad al fluconazol fue del 38%, estos resultados concuerdan con los encontrados por
Suarez et al. (2015) en Nicaragua que sefialaron una sensibilidad al fluconazol del 40 % ,
también se asemeja al resultado de Pinoncely (2010) en México que encontrd6 que la
sensibilidad al fluconazol era de 36.2 % pero los resultados difieren con los estudios de
Carlos y Rodriguez (2006) en Lima- Pert que reportaron una sensibilidad al fluconazol de un
87% , también discrepan con los resultados de Dalben et al. (2008) en Brasil que reportaron
una sensibilidad al fluconazol de 96.2%, Duque et al. (2009) en Colombia reportaron una
sensibilidad al fluconazol del 90%, Perurena et al. (2016) en Cuba reportaron una sensibilidad
al fluconazol de 87.5%, Herreras (2017) en Ayacucho -Pert quien reportd una sensibilidad
para el fluconazol de 89.5% en Candida albicans, Bitew y Abebaw (2018) en Etiopia reportd
una sensibilidad al fluconazol del 98 %.

Segin Hashemi et al. (2019), en Iran, no informo sensibilidad alguna al fluconazol en
las cepas de Candida albicans, esto nos demuestra que al ser el fluconazol una terapia de
primera linea para el tratamiento de la candidiasis, el uso prolongado de este agente antifungico
ha contribuido al desarrollo de resistencia.

Respecto al voriconazol en este estudio presentd una sensibilidad del 52%, estos
resultados difieren con los estudios de Duque et al. (2009) en Colombia reportaron una
sensibilidad del 90 %, Perurena et al. (2016) en Cuba reportaron una sensibilidad de 93.7 %,
Herreras (2017) en Ayacucho —Perti quien report6 una sensibilidad al 93.7%, Bitew y Abebaw
(2018) en Etiopia reporto una sensibilidad 100 %.

Esto nos permite sefialar la disminucion en la efectividad de estos antifiingicos, debido

al uso indiscriminado en el tratamiento con estas drogas.
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Por otro lado, en nuestro estudio el 100% de las cepas estudiadas mostraron sensibilidad

a la anfotericina B, este resultado coincide con lo reportado por Carlos y Rodriguez (2006), en
Perti, quienes reportaron una sensibilidad del 100%, también coincide con Perurena et al.
(2016), en Cuba, reportaron una sensibilidad del 100%, ademas concuerda con Dalben et al.
(2008) en Brasil quienes reportaron una alta sensibilidad a la anfotericina B 94.3%. Estos
resultados nos refieren que al no ser el antifungico de eleccion para el tratamiento de la

candidiasis vulvovaginal, este continua siendo en casi la totalidad de los casos sensible.
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VI. CONCLUSIONES

El perfil de sensibilidad antifungica de Candida albicans aislada de secreciones
vaginales de pacientes ambulatorios de una clinica privada de Lima ,junio 2019
presentd una sensibilidad al Fluconazol del 38%, al voriconazol del 52% y para
Anfotericina B del 100%.

La resistencia al fluconazol fue del 58 % de las cepas aisladas de Candida albicans, y
el 4 % de las cepas resultaron con susceptibilidad dosis dependiente; mientras que para
el voriconazol el 48% de las cepas fueron resistentes.

El 100% de las cepas de Candida glabrata presentan susceptibilidad dosis dependiente

al fluconazol.
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VII. RECOMENDACIONES

Se sugiere hacer estudios donde se halle la sensibilidad de cepas de Candida no
albicans con un mayor numero de cepas, con la finalidad de obtener resultados
estadisticamente significativos.

Considerar realizar estudios que relacionen variables sociodemograficos de pacientes
con candidiasis vulvovaginal.

Se sugiere el uso de agar cromogenico para la siembra de muestras de secrecion vaginal
para poder detectar la presencia cultivos mixtos.

Se recomienda identificar la prevalencia de mutaciones en genes asociados a la

resistencia a antifingicos en Candida spp. en nuestro medio.
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IX. ANEXOS

Anexo A. Ficha de recoleccion de datos.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

e (Codigo:

e FEdad:

e Fecha de ingreso:

e Resultado del cultivo realizado:

= Positivo a Candida sp. ()
* Negativo a Candida sp. ()
Agente identificado:
CIM de Anfotericina B: (S) —(R)
CIM de Fluconazol: (S) - (SDD) - (R)
CIM de Voriconazol: S)-DH-(R)
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Anexo B. Fotografias

A: Cultivos positivos con colonias caracteristica de Candida sp. en agar Sabouraud, B: Resiembra de los cultivos positivos en CHROMagar™ Candida Medium,
C: Colonias de Candida sp. en agar CHROMagar™ Candida Medium. D, E, F: procesamiento para el ingreso en el sistema automatizado Vitek®2 para identificar

y establecer el patron de sensibilidad de Candida sp. frente a los antifingicos.



Anexo C. Matriz de Consistencia
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TITULO PROBLEMA OBJETIVOS VARIABLES METODOLOGIA
Perfil de | PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL: Perfil de | TIPO DE INVESTIGACION
sensibilidad (Cual es el perfil de sensibilidad | Determinar el perfil de sensibilidad | sensibilidad Descriptivo, prospectivo y de
antifungica en | antifingica en Candida sp. aislada de | antifingica en Candida sp. aislada de | antifingica corte transversal. Disefio no
Candida  sp. | secreciones vaginales de pacientes | secreciones vaginales de pacientes | de Candida | experimental.
aislada de | ambulatorios de una clinica privada de | ambulatorios de una clinica privada de | sp.
secreciones Lima, junio 2019? Lima, junio 2019. POBLACION
vaginales de | PROBLEMA ESPECIFICO OBJETIVO ESPECIFICO Candidiasis Estuvo conformada por
pacientes (Cudl es la distribucion de criterios | Determinar la distribucion de criterios | vulvovaginal. | pacientes con  diagnostico
ambulatorios interpretativos a los  antiflingicos; | interpretativos a los  antifungicos; clinico de  vulvovaginitis

de una clinica

privada de
Lima,  junio
2019.

fluconazol, voriconazol y anfotericina B

de Candida albicans aislada de

secreciones  vaginales de pacientes
ambulatorios de una clinica privada de

Lima, junio 2019?

fluconazol, voriconazol y anfotericina B

de Candida albicans aislada de

secreciones  vaginales de pacientes
ambulatorios de una clinica privada de

Lima, junio 2019.

atendidas en una clinica privada
ubicada en la ciudad de Lima-

Perua.
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(Cual es la distribucion de criterios
interpretativos al fluconazol de Candida
glabrata aislada de secreciones vaginales
de pacientes ambulatorios de una clinica

privada de Lima, junio 2019?

Determinar la distribucion de criterios
interpretativos al fluconazol de Candida
glabrata aislada de secreciones vaginales
de pacientes ambulatorios de una clinica

privada de Lima, junio 2019.

MUESTRA
Estuvo conformada por 159
cultivos de secrecion vaginal de

donde se investigd Candida sp.




