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Resumen

Introduccién: la candidiasis vulvovaginal es una afeccién fungica que por su frecuencia y dificil tra-
tamiento resulta un problema sanitario de indudable importancia. Los agentes etiolégicos principales
son hongos levaduriformes del complejo Candida albicans, seguidos por el complejo Candida glabrata.
El tratamiento de eleccién es el fluconazol. Candida glabrata representa un complejo de tres espe-
cies fenotipicamente indistinguibles: Candida glabrata sensu stricto, Candida bracarensis y Candi-
da nivariensis, las dos Ultimas altamente asociadas a multidrogarresistencia. Objetivo: determinar la
sensibilidad in vitro frente al fluconazol de cepas del complejo Candida glabrata aisladas de procesos
infecciosos vaginales. Materiales y métodos: se estudiaron 15/143 cepas levaduriformes del comple-
jo Candida glabrata del cepario del Laboratorio de Micologia, provenientes de exudados vaginales de
mujeres en edad fértil con sintomatologia clinica de infeccién vulvovaginal. Se identificaron fenotipica
y proteémicamente. La sensibilidad al fluconazol se estudié mediante métodos cualitativos y cuanti-
tativos, para cotejar la concordancia entre ambos. Resultados: las cepas evaluadas resultaron Candi-
da glabrata sensu stricto. Mostraron sensibilidad al fluconazol, con halos de inhibicién de crecimiento
enunrangoentre 22 y 30 mmyunaClMggentre 1 y 16 pg/ml, catalogados como sensibilidad inter-
media y sensible dosisdependiente, respectivamente. La concordancia entre ambos métodos fue ca-
tegérica. Conclusiones: ambos métodos demostraron concordancia en la valoracién de la sensibilidad
al fluconazol, hechoimportante, puesto que en laboratorios de baja complejidad es utilizado el método
cualitativo. Es necesario, continuar estos estudios con mayor nimero de cepas que permitan conocer
el perfil epidemiolégico de la candidiasis vulvovaginal, patologia aln no resuelta para la Micologia.
Palabras clave: candidiasis vulvovaginal, complejo Candida glabrata, fluconazol.

In vitro sensitivity and resistance against fluconazole of strains of the Candida glabrata complex
isolated from vaginal infectious processes.
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Introduction: Vulvovaginal candidiasis is a fungal condition. Due to its frequency and difficult treat-
ment, it is a health problem of unquestionable importance. The etiologic agents are yeast fungi of the
Candida albicans complex, followed by the Candida glabrata complex. The treatment of choice is flu-
conazole. Candida glabrata represents a complex of three phenotypically indistinguishable species:
Candida glabrata sensu stricto, Candida bracarensis and Candida nivariensis, the last two of which are
highly associated with multidrug resistance. Objective: To determine the sensitivity in vitro against flu-
conazole of strains of the Candida glabrata complex isolated from vaginal infectious processes. Mate-
rials and methods: 15/143 yeast strains of the Candida glabrata complex, taken from vaginal smears
from women of childbearing age with clinical symptomatology of vulvovaginal infection were stud-
ied. They were identified phenotypically and proteomically. Sensitivity to fluconazole was studied by
qualitative and quantitative methods to match the agreement between the two. Results: All the strains
evaluated were Candida glabrata sensu stricto. They showed sensitivity to fluconazole, with growth in-
hibition halos in a range between 22 and 30mm, and an MIC50 between 1 and 16 pg/ml, catalogued as
intermediate sensitivity and dose-dependent sensitivity respectively. The agreement between both
methods was categorical. Conclusions: Both methods showed concordance in the assessment of sen
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sitivity to fluconazole, which is important since the qualitative method is used in laboratories of low
complexity. It is necessary to continue these studies with a greater number of strains so as to learn
the epidemiological profile of vulvovaginal candidiasis, a pathology not yet resolved for mycology.
Keywords: vulvovaginal candidiasis, Candida glabrata complex, fluconazole.

Introduccién

El término vulvovaginitis se define como la inflamacién del
tracto genital femenino bajo. Se manifiesta con una secre-
cién de flujo anémalo, irritante, maloliente o no, que produce
malestar local (sensacion de prurito y quemazén) y puede o
no, acompaniarse de disuria y/o dispareunia [1]. Con respec-
to a las vulvovaginitis infecciosas, se destacan las causadas
por bacterias, levaduras, virus, parasitos y otros. La infeccion
vulvovaginal por levaduras del género Candida es la segunda
causa mas frecuente de vulvovaginitis, después de la vaginosis
bacteriana [2].

La candidiasis vulvovaginal, por su frecuencia y dificil tra-
tamiento en ocasiones, es un problema sanitario de indudable
importancia. Se estima que afecta al 75 % de las mujeres con al
menos un episodio durante su vida fértil y, en la mitad de ellas,
se reportan dos o tres cuadros infecciosos en un afio. Aunque
s6lo en un 5 % de los casos la enfermedad se vuelve crénica,
las recurrencias suponen un reto para los ginecdlogos y reper-
cuten negativamente en la calidad de vida de las mujeres que
la padecen [3].

C. albicans es el principal agente de las vulvovaginitis mico-
ticas, que constituyen actualmente, hasta el 90 % de los casos
de las infecciones. Este hongo es parte de la biota de la vagina,
sin embargo, cuando se altera el equilibrio, es capaz de produ-
cir candidiasis y, por tanto, hay que tratarlo de inmediato [4].
C. glabrata es la segunda especie mas frecuentemente aisla-

da, considerada con facilidad para desarrollar resistencia se-
cundaria al fluconazol en pacientes que reciben habitualmente
tratamientos con este triazol [5].

Clinicamente, no es posible identificar las especies de Can-
dida causantes de vaginitis, ya que los signos y sintomas no
siempre son patognomanicos, por lo tanto, son necesarios los
estudios microbioldgicos [6].

Con base en hallazgos moleculares, se reporté que C. gla-
brata representa un complejo de tres especies fenotipicamen-
te indistinguibles: C. glabrata sensu stricto, C. bracarensis y C.
nivariensis, las dos Ultimas, altamente asociadas a resistencia
amultiples drogas [7].

Es muy importante evitar la automedicacion para no selec-
cionar especies no sensibles a los antifingicos. En el 20 % de
los casos, las mujeres no presentan sintomas, cuando estan
colonizadas por Candida. En pacientes que se automedican,
puede aumentar la prevalencia de otras especies no C. albi-
cans, que suelen presentar mayor resistencia al tratamiento
antifungico [4].

La candidiasis vulvovaginal es una antigua enfermedad que,
aun en el mundo moderno, continda presentando una elevada
incidencia. A pesar de los avances terapéuticos, no existen tra-
tamientos efectivos y nuestro conocimiento sobre la patogenia
de esta micosis es todavia incompleto [8].

Actualmente, hay disponibles dos estandares para la deter-
minacidn de resistencia a los antifungicos propuestos por

]
Anexo 1. |dentificacion fenotipica de C. glabrata: metodologia MALDI-TOF.

Cepa N’ Especie Mejor score
INK Candida glabrata 2.151
2NK Candida glabrata 1.928
3NK Candida glabrata 1.940
4NK Candida glabrata 1.990
SNK Candida glabrata 1.856
B6NK Candida glabrata 2.058
?NK Candida glabrata 1.807
8NK Candida glabrata 2.001
9INK Candida glabrata 1.736
10NK Candida glabrata 2.044
1INK Candida glabrata 2.272
12NK Candida glabrata 2.238
13NK Candida glabrata 2.288
14NK Candida glabrata 2.406
15NK Candida glabrata 2.297
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Figura 1. Crecimiento de hongos levaduriformes en agar
morfologia para levaduras.

» CIMgq: concentracién inhibitoria minima 50.

el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y por
el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST). De esta manera, es posible conocer el perfil de sen-
sibilidad in vitro de los microorganismos frente a determinados
antiflngicos y colaborar con la eleccién del tratamiento mas
adecuado y eficaz. A su vez, los estudios de vigilancia local y re-
gional son fundamentales para realizar un seguimiento de las
tendencias en la aparicion de resistencia [9-11].

El objetivo del trabajo fue determinar la sensibilidad in vitro
frente al fluconazol de cepas del complejo Candida glabrata ais-
ladas de procesos infecciosos vaginales.

Figura 3. Micromorfologia de C. glabrata en agar leche.400X
Especificar aumento.

Figura 2. Crecimiento de levaduras en el medio CHROMagar
Candida.

Materiales y métodos

Se trabajé con un disefio de tipo descriptivo de corte trans-
versal y retrospectivo. Criterios de inclusién: cepas del comple-
jo C. glabrata identificadas en el Laboratorio de Micologia de la
Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales (FCEQYN)
de la Universidad Nacional de Misiones (UNaM], obtenidas de
exudados vaginales. Criterios de exclusién: cepas de hongos
levaduriformes tipo C. glabrata aisladas de otras muestras cli-
nicas y cepas de hongos levaduriformes no correspondientes al
complejo C. glabrata.

Universo: se evaluaron cepas del complejo C. glabrata identi
]

Figura 4. Prueba de asimilacién de trehalosa positiva.
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Tablal. Puntos de corte de los métodos de dilucién y difusion del CLSI 2017.

Agente antifingico Especies Puntos de corte de didmetro de zona
y categorias interpretativas (mm)
S I SDD R
Caspofungina C. albicans =17 15-16 - <14
C. glabrata
C. guilliermondii =13 11-12 - <10
C. krusei 217 15-16 - <14
C. parapsilosis >13 20-21 - <10
C. tropicalis 217 15-16 - <14
Micafungina C. albicans 222 20-21 - <19
C. glabrata =30 28-29 - <e?
C. guilliermondii 216 14-15 - <13
C. krusei 222 20-21 - <19
C. parapsilosis =16 14-15 - <13
C. tropicalis 222 20-21 - <19
Voriconazol C. albicans =17 15-16 - <14
C. glabrata
C. krusei 215 13-14 - <12
C. parapsilosis 217 15-16 - <14
C. tropicalis 217 15-16 - <14
Fluconazol C. albicans =17 - 14-16 <13
C. glabrata 215 <14
C. krusei
C. parapsilosis =17 - 14-16 <13
C. tropicalis =17 - 14-16 <13

» S: sensible, |: sensibilidad intermedia, SDD: sensible dosis dependiente, R: resistente; CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute o Instituto de

Normas Clinicas y de Laboratorio.

ficadas en el Laboratorio de Micologia de la FCEQyN, obteni-
das de exudados vaginales de mujeres en edad fértil.

Muestra: se estudiaron 15 cepas viables del complejo C. gla-
brata, pertenecientes a la coleccidn de cultivos del Laboratorio
de Micologia de la FCEQyN, aisladas de exudados vaginales de
mujeres en edad fértil que presentaban sintomatologia clinica
compatible con infeccidn vulvovaginal.

Verificacién de viabilidad y caracteristicas fenotipicas de las
cepas en estudio
A partir del cultivo puro, se iniciaron los estudios sistemati-
cos de sus caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y sexuales
bajo condiciones estandarizadas:
¢ Crecimientoa 28°Cy 37°C.
e Siembra en agar cromogénico CHROMagar Candida (CHRO-
Magar, Paris, France).
¢ Estudio de la micromorfologia en medio agar leche 2% +
Tween 80.

Cepas control: se utilizaron la cepa C. glabrata 90030, per-
teneciente a la American Type Culture Collection (ATCC) y la
cepa (. glabrata DMic 982882 facilitada por el Departamento
de Micologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infec-
ciosas “Dr. Carlos G. Malbran” (INEI).

Prueba de asimilacién de trehalosa: se utilizaron tabletas de
trehalosa, Diatabs™ (Rosco) Dinamarca.

Identificacién proteémica: las cepas identificadas fenotipi-
camente se validaron mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF en el Departamento de Micologia del INEI “Dr. Car-
los G. Malbran”.

Conservacién de las cepas: en agar agua y medio de cultivo
Castellani por duplicado y refrigeradas a 4 - 8°C.

Métodos de estudio de sensibilidad: método de difusién en
disco, método estandarizado M44-A (CLSI) y técnica de Kir-
by-Bauer [11].

Cepas control: Candida krusei ATCC 6258 y Candida parapsi-
losis ATCC 220189.
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Tabla Il. Puntos de corte vigentes del ano 2018 del EDEF 7.3 EUCAST.

Agente antifingico CIM (mg/1)
Sensible < Resistente >

Anfotericina B 1 1
Anidulafungina 0.064 0.064
Caspofungina * *
Fluconazol 0.002 32
Isavuconazol IE IE
Itraconazol IE IE
Micafungina 0.032 0.032
Posaconazol IE IE
Voriconazol IE IE

» CIM: concentraciéninhibitoria minima; |E: insuficiente evidencia; EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing o Comité Europeo
de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos. *Los aislados que son susceptibles a la anidulafungina, asi como a la micafungina, deben consi-
derarse susceptibles ala caspofungina, hasta que se hayan establecido los puntos de corte de la caspofungina. De manera similar, los aislamientos de
C. parapsilosis intermedios a la anidulafungina y la micafungina pueden considerarse intermedios a la caspofungina. Los puntos de corte EUCAST adn
no se han establecidos para la caspofungina, debido a la variacién significativa entre laboratorios en los rangos de CIM para la caspofungina.

Para interpretar los resultados, se establecieron las siguien-
tes categorias in vitro, segun el documento estandarizado (Ta-
blal): 1.Sensible. 2. Intermedio/ Sensible, dependiente de dosis.
3.Resistente [11].

Método para la determinacién de la concentracién inhibitoria
minima por microdilucién de agentes antifiingicos para levadu-
ras. Documento EDEF 7.3.1 EUCAST 2017.

En latabla Il, se muestran los puntos de corte vigentes a par-
tir de 2018, utilizados para la interpretacion de los resultados.
El documento EDEF 7.3.1, con puntos de corte breakpoint v.9.0
considera la categoria Sensibilidad Intermedia (1) segdn: S<x
mg/l; 1>x, <y mg/l; R>y mg/l [12].

Anélisis estadistico
Se evalud la concordancia categérica entre el método de dilu-
cion (gold standard) y el método de difusion [13,14].

Figura 5. Lectura de halos de inhibicién de crecimiento de
cepas de C. glabrata frente a fluconazol.

Resultados

Las cepasde(. glabrata dela coleccién de cultivos del La-
boratorio de Micologia de la FCEQyN fueron recuperadas en
agar morfologia para levaduras, y en el medio cromogénico
CHROMagar Candida. En el agar morfologia para levaduras,
se observd crecimiento de colonias cremosas, de bordes
enteros, limitadas, poco elevadas y de color blanco, incuba-
das a 35+ 2°C durante 24 - 48h (Figura 1). En CHROMagar
Candida, las cepas del complejo C. glabrata se manifestaron
como colonias cremosas de color malva. (Figura 2).

Las caracteristicas micromorfolégicas en agar leche se
observaron (Figura 3) como levaduras unicelulares esféri-
cas uovoides, de paredes delgadas, de 2,5-5pmx 3,5-4,5
pm de didmetro, sin pseudomicelio en 400x, compatibles
con especies del complejo C. glabrata.

En la prueba de asimilacién de trehalosa, se observé el
viraje de color rosado al amarillo en todas las cepas, lo que
1 —

Figura 6. Placa de microdilucién con desarrollo levaduriforme.
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Tabla lll. Diametro de los halos de inhibicién del crecimiento producidos por el FCZ a las diferentes cepas de C. glabrata.

CepaN° Potencia Didmetro halo Sensible SDD Resistente

Tableta de FCZ (mm) halo=>15mm halo <14mm
1 25pg 27 X
2 25pg 26 X
3 25pg 26 X
4 25pg 27 X
5 25pg 27 X
6 25pg 26 X
7’ 25 g 26 X
8 25pg 22 X
9 25 g 23 X
10 25pg 23 X
11 25 g 25 X
12 25pg 26 X
13 25pg 27 X
14 25 g 25 X
15 25pg 30 X

» FCZ:fluconazol; SDD: sensible dosisdependiente.

indica que el microorganismo asimila la trehalosa (Figura
4).Se validaron las identificaciones fenotipicas de las 15 le-
vaduras del complejo C. glabrata mediante el método de es-
pectrometria de masas, MALDI-TOF MS en el Departamento
de Micologia del INEI “Dr. Carlos G. Malbran”. Los resultados
se leyeron y analizaron con el sistema Bruker Microflex LT
version 3.1 (Bruker Daltonics, Alemania). Se considerd un
score mayor o igual a 1,7 como identificacién aceptable de
la especie, entre 1,5 y 1,6, identificacién aceptable del gé-
nero y menor o igual a 1,5, como identificacién no fiable. El
resultado informado por el Departamento de Micologia del
INEI mostré una concordancia del 100 % entre la identifica-
cién fenotipica de C. glabrata, realizada en el Laboratorio de
Micologia de la FCEQyN, y la validacién por cromatografia de
masas (Anexo 1). Entre las especies objeto de estudio, no
se encontraron las especies cripticas C. nivariensis y C. bra-
carensis pertenecientes al complejo C. glabrata.

Evaluaci6n de la sensibilidad por difusién en medio sélido

Se observaron halos nitidos de inhibicién de crecimiento,
segln se muestraenlafigura 5. Paralas cepas control C. krusei
ATCC6258YC. parapsilosis ATCC 220189, los halos de inhibicién
resultantes se ajustaron a los requerimientos estandarizados.
En la tabla lll, se observan los resultados leidos: los halos de
inhibicién de crecimiento producidos por el fluconazol, para las
cepas estudiadas, mostraron un rango de 22 - 30 mm..

Las 15 cepas evaluadas por el método cualitativo fueron ca-
tegorizadas como sensibles dosisdependientes al fluconazol.

Evaluacion de la sensibilidad por microdilucion

Los valores de la CIMsq (ug/ml) del fluconazol mostraron un
rango de 1-16 pg/ml, con una CIMsg promedio de 8 ug/ml (Figura
6). Los valores encontrados de la CIMsg de C. glabrata se mues-
tranenlatabla IV.

Anilisis de los datos

La concordancia categérica entre los métodos de dilucién y
de difusién fue del 100 %. Las cepas de Candida glabrata sen-
su stricto evaluadas fueron sensibles dosis dependientes/in-
termedio. En este trabajo y para este nimero de cepas, no se
observaron discrepancias muy mayores, mayores ni menores
entre el método de referencia y el método de difusién.

Discusién

La vulvovaginitis por Cdndida es una de las afecciones vagi-
nales mas frecuentes. Almenos el 75% de las mujeres referird un
cuadro Unico de candidiasis vulvovaginal en su edad fértily el 40
-45% podra presentar dos o0 mas episodios en suvida [ 15, 16].

Las levaduras del género Cdndida de la coleccién de cultivos
del Laboratorio de Micologfa de la FCEQyN provenientes de los
casos de vulvovaginitis fueron identificadas como complejo
C. albicans: 79 %, complejo C. glabrata: 10 %, C. tropicalis: 5 %,
complejo C. parapsilosis: 3 %, C. krusei: 1%, Candida spp.: 2 %. Se
observé que el complejo C. glabrata ocupa el segundo lugar en
frecuencia, después de C. albicans, como agente involucrado en
estos procesos infecciosos, en coincidencia con numerosas pu-
blicaciones [16-18].
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Tabla V. Valores de CIM del fluconazol frente a las cepas de C. glabrata evaluadas.

CEPAS N° CIM gg (pg/ml] Categoria
1 16 Intermedia
2 16 Intermedia
3 16 Intermedia
4 4 Intermedia
5 4 Intermedia
6 8 Intermedia
Is 16 Intermedia
8 16 Intermedia
9 8 Intermedia
10 4 Intermedia
11 1 Intermedia
12 2 Intermedia
13 8 Intermedia
14 4 Intermedia
15 4 Intermedia

Dentro del complejo C. glabrata, se han descripto dos espe-
cies cripticas relacionadas filogenéticamente: C. nivariensis y C.
bracarensis. Para la identificacién de las especies cripticas del
complejo C. glabrata, es imprescindible la utilizacién de méto-
dos moleculares basados sobre el analisis de los genes de las
regiones gendmicas del ADN ribosémico D1/D2 de las subunida-
des 265, ITS1, ITS2 y 5,8S. La espectrometria de masas MALDI-
TOF es una excelente alternativa a los métodos convencionales
y moleculares, que permite la diferenciacién de C. nivariensis y
C. bracarensis [19, 20].

En el presente estudio, las especies cripticas no han sido en-
contradas; las cepas recuperadas y estudiadas resultaron ser
C. glabrata s.s. Esta tendencia en la prevalencia de las especies
del complejo C. glabrata también fue comunicada por Morales
[21],enel 2014, al estudiar un total de 117 cepas del complejo
C. glabrata pertenecientes a la coleccién de cultivos del Depar-
tamento de Micologfa del INEI “Dr. C. G. Malbran”: el 98 % fueron
identificadas como C. glabrata s.s.

El uso cada vez m3s frecuente de drogas azélicas para el tra-
tamiento de infecciones fUngicas oportunistas, como las candi-
diasis, y la aparicién de especies resistentes a los antifiingicos
origind la necesidad de determinar la sensibilidad in vitro a estos
antimicrobianos [11, 22].

EICLSIy el EUCAST estandarizaron métodos de referencia por
técnicas de dilucién que permiten determinar la CIM de los anti-
fungicos frente alas levaduras. Sin embargo, estas metodologias
son laboriosas y de dificil aplicacién en la rutina de los laborato-
rios de microbiologfa. Por ello, el CLSI publicé el documento M44-
A, que sentd las bases del método de difusién en agar para eva-
luar la sensibilidad de levaduras del género Candida [11, 22-25].

El fluconazol es el farmaco de eleccién para el tratamiento
de las candidiasis en la practica médica, a pesar de la aparicién
de resistencia in vitro de C. albicans, de la resistencia intrinse-
ca deC. kruseiy la sensibilidad disminuida a este farmaco de C.
glabrata. Esta variacién importante en el perfil de sensibilidad,

especialmente de C. glabrata, apoya la necesidad de identificar
especies, mantener una vigilancia constante de la resistencia a
los antifingicos y correlacionar los resultados de sensibilidad
con las respuestas clinicas al tratamiento [18, 26]. Para los
azoles, la determinacion de la CIMgg es la mas adecuada, por ser
drogas fungistaticas. Hay que tener en cuenta que estas obser-
vaciones estan determinadas in vitro, por tanto, la extrapolacién
alhumano deber ser cautelosa [11, 25].

En el presente estudio, se evalud la sensibilidad in vitro al
fluconazol por el método de difusién en agar y se obtuvieron
halos de inhibicién de crecimiento que oscilaron entre 22 y 30
mm,; las levaduras fueron categorizadas como sensibles do-
sis- dependientes, segln los puntos de corte establecidos por
el CLSI. Mediante la técnica de microdilucién en caldo, las cepas
estudiadas fueron categorizadas como sensibilidad intermedia
frente al fluconazol, segun los puntos de corte publicados por el
EUCAST, en unrango de la CIMsg de 1 — 16 ug/ml con una media
de 8 pg/ml. Nuestros resultados fueron similares a los consig-
nados por Diaz [18], quien obtuvo para C. glabrata valores de
CIMgg de 2 - 16 pg/ml, con una media de 8 pg/ml.

Eneste estudio, el método de difusion en agar presentd 100%
de concordancia con el método de referencia, sin discrepancias
muy mayores, mayores ni menores. Estudios realizados sobre
1190 cepas por Rodero [22], en 2006, obtuvieron un 94,7% de
concordancia entre ambos métodos, con 0,2 % de discrepancias
muy mayores y 0,3 % de discrepancias mayores. Demostraron
reproducibilidad inter e intralaboratorio muy buena, por lo que,
para detectar aislados sensibles al fluconazol, el método de di-
fusién en agar resulta confiable y de bajo costo.

Los resultados obtenidos constituyen un aporte para el es-
tudio de sensibilidad a los antifingicos en la regién, ya que son
escasos los registros en el estado del arte al respecto. Ademas,
sienta bases para un estudio posterior con mayor nimero de ce-
pas, de manera tal de obtener una visién mas clara sobre el per-
fil de sensibilidad frente al fluconazol del complejo C. glabrata

ByPC 2020;84(3):36-43.
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Candida glabrata aisladas de procesos infecciosos vaginales

y otras especies del género Candida involucradas en proce-
sos infecciosos vulvovaginales.
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