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RESUMEN

Se determiné la susceptibilidad vitro frente a clotrimazol y nistatina de 123 aislamientos dad@la, obtenidos mediante

exudados vaginales de 404 mujeres que asistieron al Hospital Ginecoobstétrico “Ramén Gonzéalez Coro” de Ciudad de La Habana.
De acuerdo con el numero de colonias obtenidas en el aislamiento primario, las cepas fueron separadas en 2 categorias:
colonizacion e infeccién. Para cada cepa se determin6 la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada antifingico, mediante
un método de microdilucién en caldo casitona. Las medias geométricas de los valores de CMI fueron mayores frente a nistatina
(1,08 mg/mL) que frente a clotrimazol (0,22 mg/mL), aunque los rangos fueron sima®es26-16 mg/mL). Paraabhdida

albicans que fue la especie aislada con mayor frecuencia (54,5 %); las medias geométricas de los valores de la CMI fueron de 0,17
y 0,16 mg/mL para clotrimazol y de 0,71 y 0,92 mg/mL para nistatina, en ambas catégoglabrata mostro el valor de CMI

mas elevado (16 mg/mL) frente a ambos antifiingicos. Solo los aislamient®sldstaniaemostraron diferencia significativa

(p < 0,01) entre los valores de CMI de nistatina de acuerdo con el nimero de colonias en el aislamiento primario. Emsislamient
procedentes de mujeres tratadas con clotrimazol y/o nistatina en episodios anteriores de candidiasis, se observaron valores mas
elevados de las medias de CMI frente a nistatina que frente a clotrimazol; aunque esta diferencia no fue estadisticamente

significativa.

DeCS TEST DE SENSIBILIDAD MICROBIANA/ métodos; CANDIDA; CLOTRIMAZOL; NISTATINA; IN VITRO.

Con la aparicién de las primeras cepas de
Candida albicansque no respondian a los
tratamientos antimicaticos, surgio la necesidad de
la realizacién de las pruebas de susceptibilidad
vitro a estas drogds.

En diferentes estudios realizados se ha
observado que algunas cepasQlealbicans

asociado a diferentes biotipos@ealbicanspara
cada episodio y/o al cambio del fenotipo de la
colonia en la infeccion vaginal; y a la vez
relacionado con el recuento de linfocitos T CD4
en pacientes inmunocomprometidoAdicio-
nalmente, otros reportes sefialan que los cambios
en el biotipo se acompafian por cambios en la

pueden cambiar de sensibles a resistentes después sensibilidad y el desarrollo de resistencia a los

de la administraciéon de drogas antimicotitas;

agentes antifungicos cuando se han aplicado

particular, se ha sefialado que una exposicion previa tratamientos por tiempo prolongato.

a fluconazol hace que las cepas se tornen
resistentes a anfotericina B, lo cual pudiera tener
grandes implicaciones clinicés.

En los dltimos afios se ha reportado un
incremento de las infecciones orales y vaginales
recurrentes causadas foendida,lo que ha sido

En este sentidd,eite y otros (1997), en
un estudio para evaluar la similitud de cepas
de C. albicansaisladas de mujeres embarazadas
con vaginitis recurrente mediante morfotipo,
genotipo y resistencia a los antifingicos, concluyen
gue la recurrencia de la enfermedad esta
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determinada por la persistencia de un genotipo
Unico que sufre cambios morfoldgicos y
conductuales en presencia de agentes antifungicos
debido a presidn selectiva.

En Cuba, las infecciones vaginales@andida
generalmente son tratadas con nistatina o clotrimazol,
por ser los antifingicos mas asequibles; sin embargo,
se observan recidivas en muchos casos. Por otra
parte, son pocos los estudios realizados en el pais
para conocer la sensibilidadvitro de las cepas a
estos agentés? Por esas razones, este estudio se
propone determinar la concentracibn minima
inhibitoria (CMI) de clotrimazol y nistatina en cepas
de Candidaaisladas de exudados vaginales e
investigar su relacién con la administracion previa de
antimicoticos.

METODOS

El estudio se realizé a 123 cepasGimdida
aisladas de una poblacién de 404 mujeres que
acudieron al Laboratorio de Microbiologia del
Hospital Ginecoobstétrico “Ramén Gonzalez Coro”
de Ciudad de La Habana durante los meses de
julio y agosto de 1999, referidas de las consultas
de ginecologia y obstetricia para practicarles
exudado vaginal. De cada paciente se recogieron
datos clinicos y epidemioldgicos relacionados con
el motivo de consulta.

Para el aislamiento primario, cada exudado fue
sembrado en placas de agar Sabouraud cloran-
fenicol e incubadas por 48-72 h a 28 °C. Se realiz6
un recuento del nimero de colonias obtenidas, lo
gue permitié clasificarlas en 2 categorias de
acuerdo con el criterio ddigashidey otros:
colonizacién (hasta 10 colonias) e infeccion (mas
de 10 colonias}: Las colonias de levaduras fueron
subcultivadas en agar Sabouraud e identificadas
mediante la produccion de tubos germinativos y
clamidoconidias y la prueba de asimilacion de
carbohidratog?

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Cepa control:se utilizé la cepa de referencia
C. albicansATCC 90028

Antifangicos: nistatina en polvo con
actividad de 4 166 Ul/mg y clotrimazol en polvo
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con actividad de 100 %. Como solvente se utilizd
dimetilsulfoxido.

Medio de cultivo:caldo casitona (Difco).

Soporte placas estériles de poliestireno para
microtitulacion de 96 pocillos con fondo en U para
nistatina y fondo plano para clotrimazol.

Preparacion del in6culoa partir de los
aislamientos en agar Sabouraud, se prepar6é una
suspension celular en agua destilada estéril segun
el patrén 0,5 de la escala de McFarland, equivalente
a 160 UFC/mL; de ahi se tomaron 100 mL y se
transfirieron a tubos que contenian 10 mL de caldo
casitona para obtener una concentracion celular
de 160 UFC/mL?

Dilucion del antifangico:se prepararon dilu-
ciones dobles seriadas de cada antifingico en agua
destilada, desde 64 mg/mL hasta 0,125mhg/En
cada pocillo se afiadieron 20 mL de la dilucion
correspondiente.

Inoculacion cada pocillo fue inoculado con
180 mL de la suspension celular, para quedar una
concentracion final de 9 x 1WFC/mL. A la
columna 1 solo se le afadieron 180 mL de caldo
casitona estéril y quedd como control del medio de
cultivo y el blanco para la lectura espectrofo-
tométrica. La columna 12 (sin droga) qued6 como
control de crecimiento de la cepa probada. Las
placas una vez inoculadas fueron incubadas en
camara humeda y oscuridad a 35 °C durante®24 h.
Cada cepa fue evaluada por duplicado.

Determinacion del punto finake consideré
la CMI como la menor concentracion del
antifingico que inhibid el crecimiento de la cepa
en estudio, determinado de manera visual para
nistatina. La lectura de clotrimazol se realiz6é en
espectrofotdmetro iEMS$eader (Labsystems
Barcelona) a 405 nm; determinando la concen-
tracion del antifangico capaz de inhibir 80 % del
crecimiento en comparacién con el control
positivo!?

Analisis estadisticopara cada una de las
lecturas realizadas (visual y automatizada), se
determinaron las medias geométricas (MG) de los
valores de CMI obtenidos, el rango, las
concentraciones de la droga capaces de inhibir 50
y 90 % de las cepas (CMIly CMI,, res-
pectivamente). Las medias geométricas fueron
comparadas mediante la prueba de Kruskal Wallis
con un nivel de significacién de £ 0,05; las
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proporciones fueron comparadas mediante chi
cuadrado (X con correccion de Yates y sin esta,

utilizando el mismo nivel de significacion estadistica
en el programa Epilnfo.

RESULTADOS

De las 404 mujeres a quienes se les practico
el exudado vaginal durante el estudio, se encontrd
gue 138 de ellas (34,2 %) tuvieron crecimiento de
hongos levaduriformes en el medio de agar
Sabouraud cloranfenicol; de estos, 123 fueron
identificados como especies@andida(89,1 %).

Las especies mas frecuentemente aisladas fueron:

C. albicans(54,5 %), seguida d€. glabrata
(19,5 %) yC. lusitaniae(8,1 %). En la categoria
colonizacién se agruparon 60 de estos (48,8 %) y
en la categoria infeccion se registré un total de 63
aislamientos (51,2 %).

En la tabla 1 se muestra la distribucion de los
valores de CMI frente a clotrimazol de los
aislamientos d€andidaagrupados por especies
y en las categorias ya mencionadas. De manera
general, 44 aislamientos en la categoria colonizacion

(73,3 %) y 49 en la categoria infeccion (77,7 %)
mostraron un valor de CMI 0,125 mg/mL; sin
embargo, 2 aislamientos @& glabrata(uno de
cada categoria) alcanzaron los valores mas altos
de CMI (16 mg/mL).

En la tabla 2 se resumen los valores de las
MG y rangos de CMI de clotrimazol, asi como, las
CMI,,y CMlI,, de los aislamientos de las diferentes
especies d€andida En el total de los aislamientos
de las categorias colonizacion e infeccién se
observaron valores semejantes en las medias
geométricas de CMI (0,23 pug/mL y 0,22 pg/mL,
respectivamente), rangé (0,125 - 16 pg/mL) y
CMI_, (£ 0,125 pg/mL); sin embargo, la CMI
en la categoria infeccion (2 ug/mL) es mayor que
en colonizacion (1 pg/mL). Los aislamientos de
C. glabratamostraron los valores de CMI mas
elevados en ambas categorias y el rango mas amplio
entre todas las especi€x. parapsilosigambién
tuvo una CM], de 2 pug/mL en la categoria
infeccién. Los valores mas bajos de la MG y rangos
fueron encontrados €@. lusitaniae C. krusej
C. kefyry las 4 cepas déandidaspp. Las cepas
de C. albicansy C. tropicalis mostraron valores

TABLA 1. Distribuciéon de los valores de CMI (mg/mL) de clotrimazol en las especi€amigida segin las

categorias de colonizacion e infeccion

Categoria colonizacion

CMI (ny/mL)

Especies £ 0,125 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0 Total
C. albicans 27 2 1 1 2 33
C. glabrata 3 1 1 4 1 10
C. lusitaniae 5 5
C. parapsilosis 4 4
C. tropicalis 3 1 4
C. humicola 1 1 2
C. krusei 1 1
Candidaspp 1 1
Total 44 3 4 6 2 1 60
Categoria infeccion

CMI (IMy/mL)
Especies £ 0,125 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0 Total
C. albicans 28 1 3 1 1 34
C. glabrata 8 4 1 1 14
C. lusitaniae 5 5
C. parapsilosis 2 1 3
C. tropicalis 2 1 3
C. kefyr 1 1
Candidaspp 3 3
Total 49 1 4 1 6 1 1 63
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de medias, rangos, CMly CMI,, iguales en CMI de 1 pug/mL, lo que también se observa en
ambas categorias. No hubo diferencia C. lusitaniae(60 %) yC. parapsilosig66,6 %)
estadisticamente significativa entre los valores de en la categoria infeccion; sin embargo, en estas 2
CMI de las diferentes especies agrupadas en las especies en la categoria colonizacién los valores
categorias colonizacion e infeccion. de CMI son iguales o superiores a 1 pg/mL. En
La distribucién de los valores de CMIfrentea  C. glabratalos valores estan distribuidos de 0,25
nistatina se muestran en latabla 3 donde en general, a 2 ug/mL en la categoria colonizacion, mientras
estos son mas elevados en casi todas las especies que en la categoria infeccién alcanzan 16 pug/mL.
en relacion con clotrimazol; asi, 36 % de las cepas Con respecto a la nistatina (tabla 4), se
de C. albicansen la categoria de colonizacién y registraron valores de medias y rangos mayores
44 % en la categoria de infeccibn mostraron una en la categoria infeccion en los aislamientos de

TABLA 2. Distribucion de los resultados de las medias geométricas (MG), rangas, YOBMI,, (ug/mL) de clotrimazol en las especies de
Candidaaisladas

Especies Colonizaciéon n = 60 Infecciéon n = 63

MG Rango CM, CMlg, MG Rango CM, CMlg,
C. albicans 0,17 £ 0,125-2 £ 0,125 0,25 0,16 £ 0,125-2 £ 0,125 0,25
C. glabrata 0,57 £ 0,125-16 0,50 1 0,52 £ 0,125-16 £ 0,125 2
C. lusitaniae 0,12 £ 0,125 £ 0,125 £ 0,125 0,12 £ 0,125 £ 0,125 £ 0,125
C. parapsilosis0,12 £ 0,125 £ 0,125 £ 0,125 0,31 £ 0,125-2 £ 0,125 2
C. tropicalis 0,17 £ 0,1250,50 £ 0,125 0,50 0,19 £ 0,1250,50 £ 0,125 0,50
C. humicola 0,50 0,50-1 0,50 1
C. kefyr - £ 0,125
C. krusei - £ 0,125
Candidaspp. - < 0,125 0,12 £ 0,125
Total 0,23 £ 0,125-16 £ 0,125 1 0,22 £ 0,125-16 £ 0,125 2

TABLA 3. Distribucion de los valores de CMI (mg/mL) de nistatina en las especi€arttida segun las
categorias de colonizacion e infeccion

Categoria colonizacion

CMI (mg/mL)
Especies £ 0,125 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0 Total
C. albicans 4 1 9 12 7 33
C. glabrata 2 2 3 3 10
C. lusitaniae 1 3 1 5
C. parapsilosis 3 1 4
C. tropicalis 1 2 1 4
C. humicola 5 1 2
C. krusei 1 1
Candidaspp 1
Total 5 6 13 6 15 1 60
Categoria infeccion

CMI (My/mL)
Especies £ 0,125 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0 Total
C. albicans 1 3 6 15 7 2 34
C. glabrata 2 2 5 2 2 1 14
C. lusitaniae 2 3 5
C. parapsilosis 2 1 3
C. tropicalis 2 1 3
C. kefyr 1 1
Candidaspp 1 1 1 3

Total 4 6 16 23 10 3 1 63
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TABLA 4. Distribucion de los resultados de las medias geométricas (MG), rangog, YCOMI, (ug/mL) de nistatina en

las especies d€andidaaisladas

Especies Colonizacién n = 60 Infeccion n = 63
MG Rango CMJ, CMlg, MG Rango CM, CMlig,

C. albicans 0,71 £ 0,125-2 1 2 0,92 £ 0,125-4 1 2

C. glabrata 0,81 0,25-2 1 2 0,63 £ 0,125-16 0,50 2

C. lusitaniae  3,19** 1-4 2 4 0,75** 0,50-1 1 1

C. parapsilosis 1,49 1-2 1 2 1,58 1-4 1 4

C. tropicalis 0,12 0,25-1 0,50 1 0,62 0,50-1 0,50 1

C. humicola 0,18 £ 0,125-0,25 £ 0,125 0,25

C. kefyr - 0,50

C. krusei - 0,25

Candidaspp. 1,99 2 0,39 £ 0,125-2 0,25 2

Total 1,08 £ 0,125-4 1 2 0,77 £ 0,125-16 1 2

** Diferencia significativa (p£ 0,01) entre ambas categorias.

TABLA 5. Relacion de las CMI (ug/mL) de clotrimazol en
aislamientos vaginales deandida procedentes de pacientes
con tratamientos previos en episodios anteriores de infeccion
vaginal

Terapia
previa (n) Colonizacion Infeccién
n MG n MG

Nistatina (23) 13 0,17 10 0,32
Clotrimazol (27) 14 0,11 13 0,21
Nistatina

+ clotrimazol (26) 9 0,17 17 0,23
Antibacterianos (18) 9 0,21 9 0,20
Ninguna (29) 15 0,30 14 0,15
Total (123) 60 - 63 -

n: nimero de aislamientos obtenidos de pacientes previamente
tratadas.

MG: media geométrica de las concentraciones inhibitorias
minimas.

C. albicans C. parapsilosisy C. tropicalis en
cambio,C. glabrata C. lusitaniaey Candidaspp
tuvieron medias geométricas superiores en la
categoria colonizacion. Con respecto a la Givia
CMI,, estas fueron iguales en ambas categorias
paraC. albicans C. tropicalis,y Candidaspp;
soloC. lusitaniaguvo valores menores en infeccion
y C. parapsilosigjue tuvo el mayor valor de C)I
en infeccion. Los valores mas elevados de MG se
registraron erC. lusitaniaey Candidaspp. en
colonizacién yC. parapsilosi®n ambas categorias;
el rango mas amplio y elevado se registré en
C. glabrata.Solo se encontr¢ diferencia significativa
(p £ 0,01) entre las MG de ambas categorias en los
aislamientos d€. lusitaniag(3,19 y 0,75 mg/mL).

Al analizar la relacion entre la aplicacion de
terapia con antifangicos topicos y antibacterianos

TABLA 6. Relacién de las CMI (ug/mL) de nistatina en aislamientos
vaginales deCandida, procedentes de pacientes con tratamientos
previos en episodios anteriores de infeccién vaginal

Terapia
previa (n) Colonizacién Infeccién

n MG n MG
Nistatina (23) 13 0,89 10 0,70
Clotrimazol (27) 14 0,77 13 1,53
Nistatina
+ clotrimazol (26) 9 0,79 17 1,0
Antibacterianos (18) 9 0,73 9 0,50
Ninguna (29) 15 0,65 14 0,74
Total (123) 60 - 63 -

n: nimero de aislamientos obtenidos de pacientes previamente
tratadas.

MG: media geométrica de las concentraciones inhibitorias
minimas.

orales en episodios previos de infeccion vaginal,
en relacion con el resultado de los valores de CMI
de los aislamientos obtenidos frente a clotrimazol
(tabla 5), se encontrd, que 27 aislamientos procedian
de mujeres tratadas con clotrimazol, 26 con nistatina
mas clotrimazol, 23 con nistatina y 18 con
antibacterianos; la MG fue ligeramente mas
elevada en la categoria infeccién en los aislamientos
pertenecientes a las mujeres que se habian tratado
con antimicéticos. No hubo significacion estadistica
entre las categorias de aislamiento y la aplicacion
0 no de tratamiento previo.

Analizando la misma relacion con respecto a
nistatina (tabla 6) se registraron los valores mas
elevados de la MG (1,53 pg/mL) en la categoria
infeccién en los aislamientos de las mujeres que
recibieron terapia previa con clotrimazol y en la



categoria colonizacion la media mas elevada fue
de 0,89 pg/mL en los correspondientes a las
mujeres que recibieron nistatina. Se observo que,
en general, las MG fueron mas elevadas que las
registradas en el ensayo con clotrimazol. No hubo
diferencia estadisticamente significativa al
comparar las categorias de los aislamientos con la
aplicacion previa de algun tratamiento.

En relacion con la la aplicacion de tratamientos
previos con antimicoticos, datos registrados en la
encuesta confirman que en 76 de los 123
aislamientos deCandida (61,7 %) las mujeres
habian utilizado algun tratamiento con antifingico
en episodios anteriores de candidiasis y muchos
(46,3 %) ocurrieron en un lapso menor de 1 afo
antes de la consulta; de las pacientes que se
aplicaron tratamiento, 40 aislamientos corres-
pondian a la categoria infeccion (52,6 %) y 36 a
colonizaciéon (47,4 %). En ambas categorias
predomind la aplicacién del tratamiento individual
(sin incluir a la pareja).

DISCUSION

Hasta la fecha el clotrimazol ha sido utilizado
como agente de referencia para evaluar
antimicéticos de nuevas generaciones y esquemas
de tratamiento con azoles en mujeres con
candidiasis vaginal. Aunque se han realizado
algunos estudios para determinar las CMI de
clotrimazol en levadurd$!®no se encontré ninguno
gue relacionara el nUmero de colonias aisladas en
cultivo primario con los resultados de las CMI.

Aun cuando para clotrimazol no se han
establecido valores de corte que indiquen
sensibilidad o resistencia, llaman la atencion los
valores elevados de CMI @k glabrataen ambas
categorias, si se toma en cuenta que este
antifingico se ha empleado ampliamente en el
tratamiento de la candidiasis vulvovaginal, y que
por otra parte, la frecuencia de aparicion de esta
especie ha ido en aumento desde hace alrededor
de 10 afo®

Los resultados de la determinacion de las
CMI de clotrimazol muestran valores mas
elevados en las MG, el rango, la GMila CMI,,
de C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosjs
C. kruseien comparacién con los registrados por
Torres-Rodriguey otros?® quienes utilizaron la
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metodologia del NCCLS en una serie de 124
aislamientos y obtuvieron un rango entre 0,03 y
2 mg/mL para estas especies. Asimismo, las,CMI
y CMI, son mayores que las publicadaslpgrch

y Sobelt* en 2 series de 177 y 200 aislamientos,
utilizando una técnica de macrodilucion en caldo
Yeast Nitrogen Bas€YNB), cuyo valor fue de
0,01 a 0,02 mg/mL para las mismas especies
excepto,C. glabrataque oscilé entre 0,01 y
0,78 ng/mL. Los aislamientos d€. lusitaniae
también muestran valores de la G CMI,,
mayores que los de ese mismo estudio. En otro
trabajo sobre las CMI de clotrimazol en 26 cepas
de diferentes especies @andida utilizando el
caldo YNB se obtuvo un rango de 0,062-8 mginL,
valor un poco mas bajo que el rango para el total
de los aislamientos cubanos; sin embatyssain

y otros encontraron valores de CMI en medio
YNB iguales a los encontrados aqui (16 mg/mL)
paraC. glabratay valores mas elevados para
C. albicans C. lusitaniage C. tropicalis,

C. parapsilosisy C. krusei'®

Es interesante observar que la mayoria de los
rangos de CMI frente a nistatina de las diferentes
especies d€andidason mayores que los de las
mismas especies frente al clotrimazol. Algunas
investigaciones revelan que cuando las cepas son
expuestas repetidamente a nistatingitro, estas
tienden a incrementar el valor de la C\MPor
otra parte, también se ha comunicado el
antagonismo entre azoles y anfotericina B, que tal
vez podria ser extensivo a nistatina la cual pertenece
al mismo grupo de antifingicds$.Este
razonamiento podria sustentarse en que algunas
de las mujeres notificaron usar un évulo de nistatina
o clotrimazol como tratamiento preventivo al
concluir la menstruacion porgue declararon padecer
episodios frecuentes de candidiasis vulvovaginal y,
probablemente, esta puede ser una practica muy
extendida en la poblacién.

Los valores de las medias geométricas, rango,
CMI_y CMI, de nistatina son menores que los
reportados pdrernandez Andrey otros, aunque
el rango obtenido en su estudio fue mas estrecho
pero su limite superior fue de 8 mg/mL, mientras
gue en el presente estudio fue de 16 mgftal.
rango para las mismas especies en unha
investigacion llevada a cabo pdaller y Plempel®
también es igual o menor, en contraktgssainy
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the highest IMC values (16 mg/mL) against antifungals. Only
the isolates ofC. lusitaniaeshowed a significant difference

(p < 0.001) between the IMC values of nystatin according to the
number of colonies in the primary isolation. In isolates from
women treated with clotrimazole and/or nystatin in previous
episodes of candidiasis, there were observed more elevated values
of the means of IMC against nystatin than against clotrimazole,
although this difference was not statistically remarkable.

otros® comunican rangos mas elevados para todas
las especies, excepto pdaglabrata

Al observar que los valores de las medias y
rangos de las CMI de nistatina son mas elevados
gue los obtenidos para clotrimazol, en general,
resalta una CMI de 16,0 mg/mL entre los
aislamientos de mujeres que usaron previamente
clotrimazol o nistatina + clotrimazol, pertenecientes
a la especi€. glabratg en concordancia con lo
expuesto antes por otros auto¥&8!® También
podria pensarse en la resistencia cruzada entre RererENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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