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RESUMEN

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) de nistatina, uno de los antifangicos més empleados en esta micosis,
frente a 68 cepas de Candida aisladas de exudados vaginales. Candida albicans represent6 75 % del total de cepas, mientras que
C. parapsilosis, C. krusei y C. glabrata se encontraron con mucha menor frecuencia. Los factores predisponentes que méas se
presentaron fueron el embarazo y el tratamiento con antibacterianos, mientras que la leucorrea y el prurito caracterizaron los
sintomas en la mayoria de los casos. Los valores de CMI obtenidos con la utilizacién de un método de dilucion en caldo casitona,
estuvieron en un rango de 0,5-8 pg/mL y la media geométrica fue de 1,36 pg/mL. Para C. albicans, la CMI, fue de 4 pg/mL, dada
por 2 cepas que mostraron los valores més atos de CMI (8 pg/mL). De manera general, las cepas mostraron valores bajos de CMI,
esto sugiere que los fallos terapéuticos no son inherentes a la aparicion de cepas resistentes.
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En las Ultimas décadas la incidencia de
infecciones fungicas ha aumentado considerable-
mente. Aunque estas infecciones pueden
presentarse en hospederos normales, la mayoria
de ellas se desarrollan en individuos inmuno-
comprometidos, como son |os pacientesinfectados
por & virusdelainmunodeficienciahumana(VI1H)
o los que han recibido trasplantes de 6rganos,
tratamientos con citostéticosy corticoides, asi como
tratamientos prolongados con antibacterianos de
amplio espectro.r®

Entrelasmicoss, probablementelacandidiasis
sealademasampliadistribuciény esconsiderada

también la principal micosis oportunista. Una de
sus formas clinicas mas comunes es la vaginitis
por Candida o candidiasisvaginal, que constituye
una causa comin de morbilidad en las mujeres.*
La nistatina es uno de los principales agentes
antifungicos utilizados en €l tratamiento topico de
lacandidiasisvaginal y esquizas, el masutilizado
en Cuba; sin embargo, con frecuenciase presentan
casos de mujeres que padecen vaginitis crénica
por Candida, las cuales responden solo
parcialmente al tratamiento antifngico tépico y
pueden tener atagues recurrentes severos. Muchas
veces las razones de esta recurrencia no llegan a
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precisarse, |o que hace sugerir unfallo terapéutico
no inherente al hongo o la aparicién de cepas con
sensibilidad disminuidao resistentesaladroga.
Por estas razones, el presente trabajo se
desarroll6 con €l objetivo deidentificar lasespecies
de levaduras aisladas a partir de exudados
vaginales, conocer los principales factores
predisponentes y los sintomas més frecuentes en
los casos de candidiasis vaginal estudiados y
determinar laconcentracién minimainhibitoriade
nistatina, mediante un micrométodo dedilucion en
caldo casitona, de las cepas de Candida aisladas.

METODOS

Se estudiaron 68 cepas de Candida
procedentes de exudados vaginales de pacientes
gue acudieron a la consulta de ginecologia del
Hospital Ginecoobstétrico “América Arias’ de
Ciudad de La Habana, en el periodo comprendido
entre diciembre de 1998 y marzo de 1999. A cada
paciente selerealiz6 unaencuestaquerecogialos
factores predisponentesy los sintomas, ademésde
los datos generales.

IDENTIFICACION DELASCEPAS

Todaslas cepasaidentificar fueron sembradas
en agar Sabouraud con cloranfenicol e incubadas
a 37 °C durante 24 h. A partir de estos cultivos se
realizd su identificacién mediante las pruebas de
formacién de tubos germinativos, lafilamentacion
en agar harina de maiz con Tween 80 y la
asimilacion de carbohidratos.®

DETERMINACION DE LASCONCENTRACIONES
MINIMASINHIBITORIAS

Preparacion del indculo

Todas las cepas se cultivaron en agar
Sabouraud con cloranfenicol, durante48 ha37 °C.
A partir de estos cultivos se tomaron 5 colonias de
aproximadamente 1 mm de diametro, que fueron
resuspendidas en 5 mL de agua destilada estéril y
se gjusté la concentracion celular hasta alcanzar
una densidad equivalente a la del tubo 0,5 de la
escala de McFarland.®
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De esta suspension se tomaron 50 pL y se
afadieron a tubos que contenian 5 mL de medio
liquido de casitona estéril. Laconcentracion final
de estos tubos con medio de cultivo fue arededor
de 1x10* UFC/mL. Como cepacontrol fueutilizada
la cepa C. albicans ATCC 90028.

Diluciones del antifingico

Se prepard unasolucién madre de nistatinade
2 mg/mL en dimetilsulféxido, a partir de estafue
preparada una solucion de 1 280 pg/mL con agua
destilada estéril, que fue utilizada para realizar
diluciones dobles seriadas, en placas de
microtitulacion de 96 pocillos, apartir delacolumna
2y hastalall. Ladistribucionfinal obtenidaenlas
columnas de la placa fue de 64 pg/mL hasta
0,125 pg/mL (20 pL/pocillo).b

Inoculacion de las placas

De la suspensién de inéculo preparada se
distribuyeron 180 pL por pozo, desde la columna
12 hastala2y serealizé por duplicado para cepa.
Laconcentracion final del microorganismo en cada
pocillo fue de aproximadamente 9x10° UFC/mL.
En la columna 1 fueron distribuidos 180 uL de
medio sin inocular en cada pocillo y quedd como
control negativo de crecimiento. Enlacolumna
12 no se adicion6 antifungico, por |o tanto qued6
como control positivo de crecimiento. El volumen
final de cada pocillo de la placa fue de 200 pL.
Las placasfueron incubadas posteriormente en
camarahimeday oscuridad a37 °C durante 24 h.®

Determinacion del punto final

Como valor de CMI se tomo |la menor
concentracion de antifungico frente ala cua las
cepas estudiadas no mostraron crecimiento visible.
El criterio de crecimiento fue unaturbidez definida
0 un solo botén sedimentado que se compararon
con las caracteristicas de crecimiento en €l pocillo
control delacolumna12.®

Analisis estadistico

Se determinaron los rangos y las medias
geométricas de los valores de CMI obtenidos. Se
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determinaron | os porcentaj es acumul ativosde CMI
para C. albicans y el total de las cepas, y se
obtuvieron la CMI_ y la CMI (concentracion
minima inhibitoria de 50 y 90 % de las cepas,
respectivamente).

RESULTADOS

Las 68 cepas aidadas correspondieron a 68
pacientes, que segln encuestas realizadas
mostraron asociados |os factores predisponentes
gque seindican en latabla 1.

TABLA 1. Factores predisponentes encontrados en 68 pacientes
con aislamientos vaginales de Candida

Factores predisponentes Numero (%)
Embarazo 20 (29,4)
Uso de dipositivos intrauterinos 14 (20,6)
Terapia con antibacterianos* 13(19,1)
Anemia 6 (8,8)
Utilizacién de esteroides 1(1,5)
Uso de anticonceptivos orales 1(1,5)

*En un periodo cercano a la toma del exudado vaginal.

Los sintomas clinicos encontrados, en orden
defrecuenciafueron: leucorrea42 (61,8 %), prurito
17 (25 %), dispareunia8 (11,8 %) y disuria3 (4,4 %).
No se encontraron signos caracteristicos de la
candidiasisvaginal.

Delas 68 pacientes, 41 habian presentado con
anterioridad episodios repetidos de candidiasis
vaginal (60,3 %). De €ellos, 27 fueron tratadas con
ovulos de nistatina (39,7 %), 9 con clotrimazol
y 5 recibieron tratamiento combinado de nistatina
y clotrimazol; las 27 restantes no habian recibido
tratami ento antimicético previo.

En latabla 2 se muestra el nimero de cepas
por especies con sus respectivos rangos y medias
geométricas delas CMI de nistating, asi como las
CMI,, y CMI, . DelascepasdeC. albicans, 50 %
fue inhibido a una concentracién de 1 pg/mL
(CMI,,), mientras que 90 % de las cepas fue
inhibido a concentraciones de 4 pug/mL (CMl).
El 100 % de inhibicion del resto de las cepas
diferentes de C. albicans (Candida “no”
albicans) se acanzo a concentraciones de 2 pg/mL.
Mientras que se necesitaron concentraciones de
8 ug/mL parainhibir 100 % de las cepas de
C. albicans. Los vaores del rango y la media
geométrica de la totalidad de las 68 cepas fueron
de0,5-8 pg/mL y de 1,36 pg/mL, respectivamente.
La cepa control utilizada mostré6 un comporta-
miento estable, en un rango de 0,5-1 pg/mL.

DISCUSION

Entre las especiesidentificadas pertenecientes
al género Candida se encuentran C. albicans,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, y
C. lusitaniae. El esguema de identificacion
utilizado permiti6 laidentificacion hastaespeciede
61 de las cepas estudiadas, solo 7 cepas fueron
identificadas hasta género, por lo que seria
convenientelautilizacion deunabateriamésamplia
de carbohidratosen larealizacion del auxonograma
0 recurrir a otras pruebas bioquimicas como la
fermentacién de carbohidratos o zimograma.

Coincidiendo conlo reportado por otrosautores,
C. albicans fuelaespecie predominante en estos
aislamientos vaginales (75 %). Los trabajos
realizados por otros autores plantean que
C. albicanseslacausaméscomuan de candidiasis

TABLA 2. Rango, media geométrica (MG) de CMI (ug/mL) y valores de CMI_ y CMI, de

nistatina de las especies de Candida encontradas

No. de Rango MG CMI, CMlg,
Especies cepas (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
C. albicans 51 0,5-8 1,42 1 4
C. parapsilosis 3 1-2 1,26 - -
C. glabrata 3 1-2 1,26
C. krusei 3 1-2 1,26
C. lusitaniae 1 - -
Candida spp. 7 0,5-2 1,10
Total 68 0,5-8 1,36 1 2




vaginal, casi 80 % delos casos, mientrasque otras
especies de Candida permanecen como
responsables de 12-15 % de estas infecciones.” 10

Los principales sintomas de la candidiasis
encontrados en este trabajo coinciden con los
reportados por otros autores, los cuales plantean
gue, en orden de frecuencia, |os sintomas que mas
comunmente se presentan son leucorrea, prurito,
dispareuniay disuria.***

En e caso de los factores predisponentes los
resultados obtenidos se corresponden con |o
informado enlaliteraturaespecializada, porque el
embarazo aparece como € factor de riesgo mas
importante, seguido de la terapia con
antibacterianos y €l uso de anticonceptivos.’? La
nistating, al igual que los compuestos azdlicos, es
considerada por muchos como el medicamento de
eleccién parad tratamiento topico delacandidiasis
vaginal y aunque la prescripcion de medicamentos
en las mujeres embarazadas requiere de un
cuidadoso andlisisentrelanecesidad detratamiento
delamadrey € riesgo dedafiofetal, enlaactuaidad
se considera este antifingico como un farmaco
seguro durante todos | os periodos del embarazoy
laposibilidad de alguntipo de afectacion en el feto
es muy poco probable.” La diabetes no aparecié
como un factor de riesgo importante, ya que estas
pacientes asisten a otra consulta de ginecologia
especiaizada.

Lalecturadelasplacas seredliz0 visualmente,
porquelanistatinapor su caracter fungicidaprovoca
unainhibiciontotal del crecimiento, lo quefacilita
ladeterminacion visual delaCMI. Lapresenciao
no deun boton bien definido esd criterio cualitativo
escogido por muchos autores para determinar la
CMI, en particular en €l caso de los polienos.™

En concordancia con lo observado por
Hussain-Qadri y otros,® que determinaron las
CMI de la nistatina frente a aislamientos de
Candida spp. mediante un macrométodo de
dilucion en caldo, donde 99 % de los ai slamientos
fueinhibido por concentracionesmenoresoiguales
que 8 ug/mL. En €l presentetrabgjo, 100 % delos
alslamientos también seinhibi6 aconcentraciones
menores o iguales que 8 ug/mL. Al igual quelos
resultados obtenidos por estos autores, en este
trabajo el mayor porcentaje del total de cepas fue
inhibido por concentraciones menoresoigualesque
4 pg/mL (97,1 % de las cepas).
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La nistatina constituye la opcion terapéutica
utilizada con mayor frecuencia en Cuba para €
tratamiento de la candidiasis vaginal. En muchos
casos | as pacientes se automedican, lo queimplica
guesiguen un desarrolloinadecuado detratamiento
y esto conduce, a su vez, a fallos terapéuticos.
Existen pocos trabajos publicados sobre la
sensibilidad in vitro a la nistatina, por 1o que los
criteriosderesistenciay sensibilidad son aspectos
gue no estan claramente definidos. Segun varios
autores, la aparicion de resistencia in vitro a la
nistatina es un evento que aparece con muy poca
frecuencia;*>® aungque no existeun criterio definido
de resistencia se puede decir que en este trabgjo
no se encontraron cepas con valores de CMI
mayores que 16 pg/mL, criterio que asumen
Hussain-Qadri y otros, para definir laresistencia
de4 aidlamientos de C. albicansy C. tropicalis.*®

Resultaevidente que sololacorrelacion entre
los resultados in vitro con los obtenidos in vivo
permitird conocer en realidad laresistencia alas
drogas. Se ha definido como “resistencia clinica’
ala persistencia de los signos y sintomas de una
micosisa pesar de un esquema curativo usual. No
siempre esta resistencia clinica es causada por €l
microorganismo, es por esto que se prefiere
emplear los términos de “resistencia’ cuando €l
fendmeno es atribuible al microorganismo (el
hongo) y “fracaso terapéutico” cuando su origen
no es inherente a este agente causal .1

El presente estudio (aunque preliminar)
permite sugerir que las causas de los fallos
terapéuticos delanistating, dados por lasfrecuentes
recidivas con que se presentan las candidiasis
vaginales, no son atribuibles alas cepas, porque
estas, de manera general, mostraron una media
geométrica de CMI de 1,36 pg/mL, dentro de
un rango de 0,5-8 ug/mL., que pueden considerarse
bajos.

SUMMARY

The minimum inhibitory concentration (MIC) of
nistatine, one of the most used antifungal agents for
this micosis, was determined in 68 Candida strains
isolated from vaginal smears. Candida albicans repre-
sented 75% of thetotal strainswhereasC. parapsilosis,
C. krusel and C. glabrata were much less frequently
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found. The predisposing factors were pregnancy and
antibacterial treatment whereas|eukorrheaand itching
werethe prevailing symptomsin most of the cases. MIC
values from the use of a broth dilution method ranged
from 0,5-8mg/mL and the geometric mean was 1.36 mg/
mL. For C. albicans, MICwas4mg/mL duetotwo strains
that showed the highest MIC values(8mg/mL). Similarly,
the strains showed low MIC values, this means that
therapeutic failures are not inherent to the emergence
of resistant strains.
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