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RESUMEN

En el presente estudio se analizaron las CIM y las CLM de 20 aislamientos de C. albicans,
obtenidas de pacientes con vaginitis aguda y crénica. Los antimicéticos y las concentra-
ciones usadas fueron las siguientes: anfotericina B (0.03 - 16 p/ml), ketoconazol (0.03 -
16 p/mb), fluconazol (0.125 - 64 p/ml) € itraconazol (0.018 - 10 p/ml). La técnica
empleada fue la macro-dilucién en tubo del NCCLS, de Estados Unidos. Los resultados
indicaron que las CIM de todos los aislamientos, tanto de casos agudos como de créni-
cos, estaban dentro del rango de sensibilidad aceptado para la prueba y que atn las con-
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centraciones mds bajas eran inhbitorias. Por el contrario, ninguno de los aislamientos
alcanzé su CLM con las concentraciones de fluconazol y de itraconazol empleadas; sin
embargo, con el ketoconazol, se alcanzaron concentraciones letales para la mitad de los
aislamientos obtenidos de los casos agudos y de los crénicos. Algo similar se observé con
la anfotericina B, ya que el 75 y el 90% de los aislamientos de casos agudos y crénicos,
respectivamente, alcanzaron su CLM.

Estos resultados indican que en la candidiasis vaginal, la cronicidad y la recurrencia no
son debidas a resistencia del agente etiolégico a los antimicéticos empleados en el trata-
miento. Debe recordarse, sin embargo, que la mayorfa de los antimicéticos son
fungistdticos y que la cooperacidn de las defensas inmunes del paciente, es necesaria para
obtener su curacién; por ello las fallas terapéuticas podrian también atribuirse al paciente.
A pesar de lo anterior, las altas CLM obtenidas, podrian sugerir un cambio de antimicético,
o ¢l uso de una combinacién de los mismos, con el objeto de alcanzar €xito en la terapia.

Palabras clave: Vaginitis, Candida Albicans, Antimicéticos.

ABSTRACT

In the present study we analyzed the MIC’s and the MLC’s of 20 C. albicans isolates
obtained from paticnts with acute and cronic vaginitis; antimycotics and concentrations
tested were amphotericin B (0.03 - 16 p/ml), ketoconazole (0.03 -16 p/ml), fluconazole
(0.125 - 64 p/ml) and itraconazole (0.018 - 10 p/ml). The technique used was the
macro-dilution procedure recommended by the NCCLS. Results indicated that the MIC’s
of all isolates, acute and crhonic, fall in the range of sensitivity indicated for the test and
that even the lowest concentrations used, proved inhibitory. Contrariwise, none of the
isolates achieved MLC values with fluconazole or itraconazole; half of the C. albicans
isolates from the acute and falf from the chronic cases, were killed by ketoconazole; a
higher proportion of isolates (75% acute, 90% chronic), also reached ML.C’s values with
amphotericin B.

It appears then, that chronicity and recurrence are not due to resistance to the antimycotics
used for therapy of these disorders. Most of the antimycotics are fungistatic and the host’s
immune response is needed to overcome the infection; consequently, treament failures
could also be attributed to the patient itself. Nonetheless, high MLC’s values may suggest
a change of drug or a combination of drugs, in order to have more possibilities of success.

Key words: Vaginitis, C. albicans, antimycotics.
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INTRODUCCION

La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una
afeccidn de las mucosas causada por dife-
rentes especies de levadura del género
Candida, pero con predominio de C.
albicans, la cual es aislada del 85-90% de
los casos (2, 13).

La CVV es una de las afecciones més co-
munmente observada en la prictica médi-
ca y se estima que un 75% de todas las
mujeres experimenta un episodio de CVV
en su vida (2, 13). De éstas, aproximada-
mente el 5% desarrollan posteriormente,
candidiasis vaginal recurrente (CVR), la
cual afecta considerablemente la calidad de
vida de las pacientes que la sufren (2, 13).
La CVR se define como la presencia de 4
o mis episodios de candidiasis vaginal al
aio (2, 13).

Algunos de los factores predisponentes a
la enfermedad, son bien conocidos {emba-
razo, diabetes, remplazo hormonal,
inmunosupresion iatrogénica) (13). Sin
embargo, la CVR es, en la mayoria de los
casos, una enfermedad idopdtica y se des-
conocen las razones por las cuales se pre-
senta la recurrencia (2, 5, 13). Por lo tanto,
se cuestiona st la enfermedad se debe a fac-
tores del hospedero mismo o a la resisten-
cia del agente etioldgico a los antimicéticos
empleados para el tratamiento (2, 5, 13).

Se han realizado numerosos estudios en
mujeres con CVR, en busqueda de altera-
ciones de orden inmune (2,11, 13). A pe-
sar de que se han implicado fallas en la in-
munidad mediada por células en la
recurrencia, diversos trabajos no apoyan
este postulado (2).

Por otra parte, pocos estudios se han diri-
gido ala determinacién de la resistencia a
los antimicéticos, de los aislamientos de
Candida obtenidos de secreciones
vaginales, Lynch y Sobel (5) no encontra-
ron que existiese tal resistencia en los aisla-
mientos de C. albicans obtenidos de muje-
res con CVR; sin embargo, se noté un pa-
trén especial de resistencia en especies di-
ferentes a C. albicans (5).

Con respecto a la actividad in vitre de los
antimicdticos y los resultados del tratamien-
to, se ha demostrado una correlacion sig-
nificativa entre ambos eventos (3, 10, 11,
12). Enlos Gltimos afos, se han documen-
tado casos en los cuales la resistencia a de-
terminado antimicético se ha correlacio-
nado con fallas terapéuticas (4, 5, 11).

El presente estudio se realizd con el fin de
contribuir al esclarecimiento de la posible
resistencia antifiingica de C. albicans aisla-
da de pacientes con vaginitis, con la falta
de respuesta a la terapia especifica. Se eva-
lué la actividad in vitro de la anfotericina
B, ¢l itraconazol, el ketoconazol y el
fluconazol, frente a varios aistamientos pro-
cedentes tanto de pacientes con CVV agu-
da como crénica.

PACIENTES Y METODOS

Se incluyeron ¢n el estudio 20 pacientes
que fueron remitidas al Laboratorio de
Micologia de la Corporacion para Investi-
gaciones Biologicas (CIB), durante el pe-
riodo 1994 - 1995, para confirmar ¢l diag-
néstico clinico de candidiasis vaginal. Se
seleccionaron 10 pacientes con la forma
aguda y 10 con la forma recurrente.,
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De cada paciente se¢ obtuvo una muestra
de flujo vaginal, a la cual se le realizaron
tanto exdmenes directos (KOH-Gram)
como cultivos, estos tltimos en los medios
de agar Sabouraud simple y modificado
con ciclohexamida y antibiéticos (Mycosel
agar, BBL, Beckton Dickinson and
Company Cockcyswilc USA). Los culti-
vos se incubaron a temperatura ambiente
(20 - 24° C) por 48 horas. Al obtener el
crecimiento de colonias compatibles con
Candida, se procedid a practicar la prueba
de tubo germinal para identificar la espe-
cie como C. albicans.

Las pruebas de sensibilidad a los
antimicéticos fueron realizadas de acuerdo
con los estindares propuestos en las publi-
caciones del National Committee for
Clinical Laboratory Standars (NCCLS),
que emplea el método de macrodilucion
en caldo (6). El indculo de la levadura fue
estandarizado por el método espectrofo-
tométrico recomendado por Pfaller y cols.
(7, 8), a una concentracion de 10% unida-
des formadoras de colontas por ml (UFC/
ml) y preparado en el medio RPMI-1640
(Sigma, Chemical Company, St. Louis,
MO. USA).

Los antimicéticos utilizados fueron
fluconazol 1V, 200 mg. (Pfizer, Groton,
CT), ketoconazol e itraconazol puros, en
polvo (Janssen Pharmaceutica, Inc. Beerse,
Bélgica)y anfotericina B (E. R. Squibb &
Sons, Princeton, NJ. USA).

La solucién IV de fluconazol fue diluida
en agua destilada y se urilizd un rango de
0.125 - 64 pg/ml; el ketoconazol fue di-
suelto inicialmente en 0.2 M de HCl y lue-
go diluido en agua destilada estéril, para

abarcar rangos de 0.03 a 16 ug/ml; el
itraconazol fue disuelto y diluido en
Carbowax PEG 400 (Fisher Scientific
Company, NJ. USA), con rangos de 0.018
a 10 pg/ml; la anfotericina B fue disuelta y
diluida en agua destilada estéril, con ran-
gos de 0.03 a 16 ug/ml. Todas las drogas
fueron almacenadas a - 20° C hasta el mo-
mento de su uso.

Se prepararon diluciones seriadas de cada
antimicético en un volumen de 0.1 ml, al
que se le agregaron 0.9 ml del inéculo
estandarizado como quedd descrito.

Para cada aislamiento se incluyeron con-
troles de crecimiento de la levadura en el
medio RPMI-1640 y en ¢l reactivo de di-
luciéon (PEG 400). Como control de cali-
dad se utilizaron las cepas de referencia de
C. albicans, ATCC 90028 y ATCC 90029.

Los tubos asi preparados fueron incuba-
dos a 37° Cy leidos por cambio de turbidez
del cultivo a las 24 y 48 horas, seglin reco-
mendaciones del NCCLS (6).

Para los azoles, la concentracién inhibitoria
minima (CIM) fue definida como el pri-
mer tubo en el que se demostrara un 80%
de reduccion del crecimiento con respecto
al control y para la anfotericina B, el co-
rrespondiente al 100% de inhibicion.

Para obtener la concentracién letal mini-
ma (CLM), se sembrd en cajas de Petri con
el medio de Sabouraud agar, 0.1 ml a par-
tir del tubo donde se habia obtenido la
CIM; sc incubd ¢l cultivo a 30°C por 24 -
48 horas. Para los azoles Ja CLLM se deter-
mind como el crecimiento de < 5 UFC/
ml y para la anfotericina B, como la ausen-
cia total de crecimiento.
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RESULTADOS

La sensibilidad de los diferentes aislamien- 4. Se observan importantes diferencias en-
tos de C. albicans a los 3 derivados azdlicos tre los valores correspondientes de la CIM
ensayados, s¢ presenta en las figuras 2,3y y la CLM (Tabla 1).

TABLA 1.

SENSIBILIDAD IN VITRO A LOS ANTIMICOTICOS
EN AISLAMIENTOS DE C. ALBICANS DE 20 PACIENTES CON
VAGINITIS AGUDA O CRONICA

CIM CLM
Antimicético Concentracién No. de aislamientos Concentracién No. de aislamientos
(ug/ml) con CIM indicada {(ng/ml) con CLM indicada
Vaginitis  Vaginitis Vaginitis  Vaginitis
Crénica  Aguda Crénica  Aguda
Ketoconazol 0.03 3 5 16 5 5
0.06 5 4 >16 5 5
0.125 2 1 L L -
Fluconazol 0.125 1 1 >64 10 10
0.25 2 3 _ _ L
0.5 5 5 - . _
1.0 1 1 . B _
Itraconazol 0.018 2 5 >10 10 10
0.035 1 0 _ - L
0.07 6 3 _ . _
0.15 1 2 _ _ .
Anfotericina B 0.5 3 4 0.5 2 1
1.0 7 4 1.0 6 3
2.0 0 2 20 1 4
>16 1 2
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Fig. 3

SENSIBILIDAD AL FLUCONAZOL DE 20 AISLAMIENTOS DE
C. albicans DE VAGINITIS AGUDA Y RECURRENTE
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SENSIBILIDAD AL ITRACONAZOL DE 20 AISLAMIENTOS DE
C. albicans DE VAGINITIS AGUDA Y RECURRENTE
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Se anotd una excepcidn con la anfotericina
B (Fig. 1), pues en 11 de los 20 aislamien-
tos (4 agudas, 7 recurrentes), la CIM se al-
canzd en el mismo punto de la CLM. Igual-
mente, en 3 aislamientos (1 recurrente y 2
agudos), la CIM estuvo por encima de los
niveles plasmdticos alcanzados por la dro-
ga y en otros 4 (3 agudos, 1 recurrente),
tal concentracién correspondié con el li-
mite de los niveles plasmdticos.

En comparacién con las concentraciones
plasmdticas conocidas y a juzgar por la
CIM, todas las cepas fueron sensibles a ba-
jas concentraciones de ketoconazol,
fluconazol e itraconazol. Sin embargo, nin-
guna de las 20 cepas consiguié una CLM
con fluconazol o itraconazol. Tal concen-
tracién se obtuvo solamente para ¢l
ketoconazol, tanto ¢n el 50% de las
candidiasis agudas como de las formas re-
currentes.

COMENTARIOS

En el presente estudio, ninguno de los 20
aislamientos de C. albicans analizado mos-
tré resistencia a los diferentes antimicéticos
empleados; e inclusive, las concentraciones
mds bajas fueron suficientes para inhibir
adecuadamente el crecimiento de las leva-
duras.

No se obtuvieron diferencias entre los ais-
lamientos provenientes de pacientes con
formas agudas o cronicas, hallazgos que
coinciden con los anotados por Lynch y
Sobel (3).

Por consiguiente, los datos sugieren que
no existe una resistencia directa del germen

a los antimicéticos; deben explorarse, en-
tonces, otros factores que incluyan la rela-
cioén hospedero - Candida (1).

Se ha demostrado que C. albicans puede
adquirir resistencia a los azoles, especial-
mente en pacientes con infeccion por VIH,
sometidos a tratamientos prolongados con
azoles sistémicos (9, 10). La resistencia a
fluconazol no hasido reportada en pacien-
tes inmunocompetentes. S6lo se ha descri-
to un caso de vaginitis por C. albicans re-
sistente a azoles y en una mujer sana (11).
Sin embargo, falta por aclarar si la paciente
fue infectada por una cepa resistente a los
azoles o si desarrollé la resistencia durante
la terapia.

Sibien la correlacién entre la CLM y la efi-
cacia del tratamiento en el paciente, no co-
rren paralelos (5, 12), el hallazgo de una
CLM mids alta que la concentracién
plasmdtica alcanzada, deberfa alertar al
médico tratante sobre la necesidad de con-
siderar otros medicamentos o0 emplear una
combinacion de ellos, con el objeto de con-
trolar mds efectivamente ¢l proceso
micdtico cronico.

Ademds, debe precisarse que i vive, mu-
chos de los antibidticos son sdélo
fungistdticos, no fungicidas, por lo que es
necesario el apoyo del sistema inmune del
paciente en la destruccion del germen.
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