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Candida glabrata:

un oportunista emergente en vulvovaginitis
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Resumen

Introduccion: El género Candida comprende varias especies;
en afos recientes algunas como Candida glabrata ha incre-
mentado su frecuencia con trascendencia clinica.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio para determinar la
frecuencia de Candida glabrata en 468 pacientes con sintoma-
tologia clinica para candidosis vulvovaginal, asi como la sensi-
bilidad de la misma a fluconazol por métodos de difusion en
agar con sensidiscos y microdilucion en caldo.

Resultados: La frecuencia para esta especie fue de 12.6 %. La
resistencia de Candida glabrata al tratamiento con fluconazol
se corroboro en este estudio: 68.2 % de las cepas fue resisten-
te en pruebas de placas (sensidiscos) y 51.2 % en prueba de
microdilucion en caldo (método NCLSI), con una concentra-
cién minima inhibitoria de 16 ug/ml.

Conclusiones: La frecuencia de Candida glabrata se ha incre-
mentado y presenta resistencia a los tratamientos habituales,
lo que influye en la persistencia y recurrencia de infecciones
genitales y sistémicas.

Palabras clave: Candidiasis, Candida glabrata, resistencia,
vulvovaginitis.

Summary

Background: Candida genus has various species. The
incidence of C. glabrata has presented itself with more frequency
over the past years with clinical importance.

Methods: A case study was made to determine the frequency of
C. glabrata in 468 patients who presented clinical symptomatology
for vulvovaginal candidiasis and the in vitro response for
fluconazole using two methods: diffusion in agar plates and
microdilution in liquid medium [NCLSI (NCCLS) method].
Results: The frequency for this specie was 12.6%, almost
double the frequency observed 10 years ago. The resistance of
C. glabrata to fluconazole treatment was confirmed in this study,
representing 68.2% resistance in all the stains on test plates
and 51.2% on NCLSI method with a MIC of 16 ug/ml.
Conclusions: The frequency of Candida glabrata has increased
over the past years. It presents resistance to usual treatments,
which promotes the persistency and recurrence of genital and
systemic infections.

Key words: Candidiasis, Candida glabrata, resistance, vulvo-
vaginitis.

Introduccion

Las candidiasis o infecciones por el género Candida han au-
mentado su incidencia en las tres tltimas décadas, constituyen-
do actualmente una causa importante de morbilidad y mortali-
dad, especialmente las hematogenas. Aunque Candida albicans
continua aislandose como la especie mas frecuente, se ha descri-
to un significativo aumento de otras, que se han comprendido
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dentro del grupo denominado Candida no albicans, entre las
cuales las mas importantes son Candida parapsilosis, Candida
tropicalis y Candida glabrata.'* Esta ultima es una especie ubi-
cua que se aisla de las cavidades oral y vaginal de individuos
sanos y en las manos de personal sanitario.! La colonizacion por
esta levadura se incrementa con la prolongacion de la hospitali-
zacion y el deterioro clinico del enfermo, considerandose el pri-
mer paso de muchas infecciones.

C. glabrata se aisla cada vez con mayor frecuencia de mues-
tras clinicas como agente de candidosis vaginal o produciendo
micosis sistémicas graves y candidemia en los enfermos criti-
cos, inmunodeprimidos y con neoplasias hematologicas o soli-
das.>¢ En las mujeres afectadas de vaginitis con flujo aumentado,
C. glabrata corresponde a la especie cultivada con mayor frecuen-
cia después de C. albicans, variando segun las series de 0.6 a 36 %,
con una frecuencia media entre 15y 20 %.”1° También se han des-
crito algunos brotes epidémicos en unidades de cuidados intensi-
vos, considerados como infecciones nosocomiales.

En un estudio realizado en Madrid por Muriel y colaborado-

res'! en 2000, a partir de 108 cepas procedentes de muestras
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ginecoldgicas, 138 de la unidad de cuidados intensivos neonata-
les y 71 de la unidad de cuidados intensivos de adultos, C. gla-
brata fue 1dentificada en 19.4 % de las muestras vaginales (con-
sideradas infecciones comunitarias), en 27.5 % de las muestras
neonatales y en 29.6 % de la unidad de cuidados intensivos de
adultos. Estos datos demuestran el caracter predominantemente
nosocomial de esta especie. 712

Debido a la importancia y el aumento de candidiasis vulvo-
vaginal, es importante conocer la etiologia especifica, con un
enfoque particular en el aislamiento de C. glabrata, para tener
una idea precisa de su frecuencia en México, asi como su com-
portamiento terapéutico. Nuestro principal objetivo en este estu-
dio fue establecer la frecuencia de C. glabrata en cultivos de
secrecion vaginal en pacientes con sintomas y signos de candi-
dosis vulvovaginal en tres centros hospitalarios de la ciudad de
Meéxico, y evaluar la susceptibilidad de las cepas de C. glabrata
frente al fluconazol, debido a que es uno de los azoles mas utili-
zados para tratamiento de candidosis.

Material y métodos

Se estudiaron 468 pacientes de tres centros hospitalarios: Servi-
cio de Ginecologia del Hospital General de México; Hospital de
la Mujer de la ciudad de México y Servicio de Ginecologia del
Hospital 20 de Noviembre del Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado. Previa explicacion de-
tallada del estudio, se obtuvo el consentimiento informado de
cada paciente para participar en la investigacion. Las pacientes
incorporadas tuvieron edad igual o mayor a 18 afios y con signos
y sintomas de candidiasis vulvovaginal: eritema, edema, leuco-
rrea, excoriaciones, prurito y dispareunia.

A cada una de las pacientes se les realizo historia clinica com-
pleta, examen ginecologico, se les tomaron muestras vaginales
para examen directo con KOH a 10 %, para observacion de las
siguientes imagenes: pseudohifas, pseudohifas mas blastoconi-
dios y unicamente blastoconidios; con el criterio positivo para
todas las imagenes micoldgicas descritas y considerandose como
flora habitual la presencia de solamente levaduras (blastoconi-
dios) en menos de dos por campo. Las muestras para cultivo
micologico fueron obtenidas por hisopos de la secrecion y sem-
bradas en seis medios: dos en Sabouraud dextrosa agar, dos en
Sabouraud dextrosa con antibioticos y dos en Biggy-Nickerson,
incubadas por siete dias a 28 °C; se observaron macroscopica y
microscopicamente para corroborar la presencia de levaduras.

La 1dentificacion de las especies aisladas se hizo mediante
los siguientes métodos: produccion de tubos germinativos en
suero humano a 37 °C durante tres horas; formacion de pseudo-
hifas y clamidoconidios en medios harina de maiz + tween 80;
zimograma en medio comercial de API-yeast-20. Una vez iden-
tificadas las especies se determind sensibilidad antifingica cua-
litativa a fluconazol por medio de sensidiscos y cuantitativa por

el método de microdilucién en caldo segun protocolo de NCLSI
(NCCLS).

Se cumplieron los requisitos éticos y legales de conformidad
con las recomendaciones de la Declaracién de Helsinki, enmen-
dada en Hong Kong en 1989.

Los resultados se analizaron estadisticamente con medidas
de tendencia central, dispersion y porcentaje.

Resultados

Se incorporaron al estudio 468 mujeres con diagnostico clinico de
candidiasis genital, con los siguientes datos generales: edad pro-
medio de 35.96 + 9.8 afios; edad minima 19 afios y maxima 69. El
97.6 % de los pacientes era de raza mestiza y 2.4 % caucasica.

Del total de pacientes estudiadas (468), 227 (48.50 %) refirie-
ron haber tenido episodios similares en los ultimos 12 meses; las
manifestaciones clinicas que presentaron las pacientes en el epi-
sodio actual fue prurito en 425 (90.8 %), eritema en 345 (69.4 %),
leucorrea en 451 (96 %), edema en 269 (57.4 %), excoriaciones en
143 (30.5 %) y dispareunia en 275 (58.7 %) casos.

Del total de casos (468), 143 se consideraron negativos, por lo
que el universo de estudio fue de 325 casos que presentaron una
imagen parasitaria y cultivo positivo con la identificacion de la
especie. Los resultados micologicos se presentan en el cuadro L.
Es importante resaltar que de los 143 casos negativos, 95 presen-
taron examenes directos y cultivos negativos, mientras que 48 no
dieron imagenes parasitarias pero cultivos positivos con pocas
colonias, que se consideraron parte de la flora habitual y corres-
pondieron a 48/468 (10.2 %) de todas las pacientes incluidas.

En el cuadro I se presentan los diferentes resultados micologi-
cos; resalta que 41/325 correspondieron a C. glabrata con 12.6 %.
Con las cepas de C. glabrata obtenidas se realizaron pruebas de
sensibilidad a fluconazol por el método de sensidiscos (para ob-
tener puntos de corte en resistencia o susceptibilidad) y por el
método de microdilucién en caldo segin protocolo de NCLSI
(NCCLS, para identificar cepas resistentes segun la concentra-
ci6n minima inhibitoria [CMI] obtenida). De estas cepas, 28/41

Cuadro |. Resultado del examen directo
y cultivo micolégico (n = 325)

Total Examen directo Especie %
220 S+B C albicans 67.7
52 S+B C tropicalis 16.0
41 Bav4+ C glabrata 12.6
8 S+B C krusei 25
4 S+B C parapsilosis 1.2

S = pseudohifas, B = blastoconidios, B¥** = blastoconidios abundantes 3y 4
cruces por campo
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(68.2 %) mostraron resistencia a la prueba de sensibilidad al
fluconazol en pruebas de placas (sensidiscos), ya que no se ob-
servaban halos de inhibicion visibles a la mayor concentracion,
que fue de 32 ug, y en 21/41 (51.2 %) en pruebas de microdilu-
¢ci6n en caldo, con una media de 16 pug/ml.

Discusion

Un estudio epidemiologico realizado en 1996 a partir de un nu-
mero alto de episodios de candidemias en enfermos neoplasicos,
permitié observar que seis de cada 1000 ingresos presentaban
un episodio de candidemia, y que 79 % correspondi6 a enfermos
de la unidad de cuidados intensivos. En este estudio se compro-
bé el aumento de la incidencia de las especies de Candida dife-
rentes de C. albicans y se comprobo que C. glabrata ocasionaba
11 % de las sepsis, relacionandose principalmente con catéter
venoso central y profilaxis con fluconazol. En los pacientes con
sida, la candidemia es una complicacién poco frecuente y en
general, tardia; aunque C. albicans suele ser la especie mas fre-
cuente, C. glabrata también puede ser identificada como agente
causal.”1>13

Esta especie se aisla cada vez con mayor frecuencia en casos
de candiduria, especialmente en los pacientes diabéticos, en quie-
nes reciben tratamiento antibiotico multiple o son portadores de
una sonda urinaria. En un estudio retrospectivo para valorar los
factores de riesgo para presentar candiduria nosocomial por C.
glabrata'y C. albicans, se comprobo que el uso de fluconazol y
quinolonas se asociaba especificamente con candiduria por C.
glabrata. Se cuestiona si la resistencia a este antifungico, mos-
trada por un alto nimero de cepas, es la que ocasiona el reem-
plazo de C. albicans o se trata de un fenomeno independiente.
Por estas razones, esta levadura es considerada un oportunista
emergente en la mayoria de las publicaciones.’ En el cuadro I se
especifican los factores mas destacados relacionados con la epi-
demiologia de las infecciones por C. glabrata.’

Situacion taxonomica

Candida glabrata pertenece a la clase Ascomycetes, orden-for-
ma Saccharomycetales, familia-forma Saccharomycete, género
Candida, especie glabrata. La creacion del género Torulopsis,
distinto de Candida, fue debida principalmente a que, a diferen-
cia de ese ultimo, no presenta blastoconidios capaces de formar
pseudomicelio o hifas verdaderas, ni en los tejidos que parasita
ni en los cultivos. Actualmente estas caracteristicas se conside-
ran insuficientes para efectuar una distincion en dos géneros vy,
desde 1978 se ha propuesto su integracion en el género Candi-
da, aunque siguen considerandose como sinénimos.

La estructura antigénica de C. glabrata ha sido determinada
por varios autores, demostrandose que existe cierto grado de reac-
tividad cruzada con otras especies consideradas mas virulentas
como C. albicans, C. tropicalis, C. guillermondi, C. kefyry C.
parapsilosis. Sin embargo, se han descrito algunos componen-
tes antigénicos caracteristicos de esta especie, como el factor
numero 34, base del sistema de 1dentificacion comercializado
con el nombre de Candida Check®, 111415

Consideraciones fisiologicas

C. glabrata no asimila el inositol y no posee pigmento carotenoi-
de. Es inhibida por la cicloheximida a 0.01 %. La temperatura
maxima de crecimiento es de 43 a 45 °C y la temperatura optima
para las cepas de origen clinico es de 35 a 37 °C. Las caracteristi-
cas diferenciales se resumen en el cuadro III.

Posee 11 cromosomas y debido a su caracter haploide, se con-
sidera que C. glabrata tiene mayores posibilidades de presentar
mutaciones que otras especies diploides como C. albicans.>'¢

En diversas publicaciones en las que se ha estudiado el aisla-
miento de C. glabrata de diferentes poblaciones y localizaciones,
destaca la mayor frecuencia en los pacientes ancianos (27 %) y
con estomatitis debida a protesis dental (22 a 25 %). C. glabrata
también se ha aislado en 5 a 25 % de las muestras de estomago

Cuadro Il. Caracteristicas de las infecciones por C. glabrata

» Infeccidbn comunitaria
¢ Infeccion nosocomial

Vaginitis

Enfermos inmunodeprimidos y debilitados

ingresados en las unidades de cuidados intensivos

e Asociaciones
e Origen de la infeccion

e Factores de riesgo
de la infeccion sistémica

Frecuentes con otras levaduras
Frecuentemente exdgena

Sonda vesical (candiduria)
Catéter vascular (candidemia)

Antibioticoterapia de amplio espectro

« Factores especificos de riesgo

Administracion previa de fluconazol

Hospitalizacién prolongada
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yen 5 a 30 % de las de origen ginecoldgico u obstétrico en mu-
jeres sin vaginitis. Esta especie se aisla con muy baja frecuencia
de la piel normal (1 a 2 %) y, por el contrario se ha cultivado
hasta en 36 % de las muestras de orina procedentes de pacientes
hospitalizados. 311141517

Factores de virulencia

La ausencia de algunos factores de virulencia como la produc-
cién de pseudohifas, consideradas estructuras que incrementan
la adherencia y penetracion del hongo en los tejidos, lleva a con-
siderar que C. glabrata es menos virulenta que otras especies
como C. albicans o C. tropicalis. Este hecho es cierto cuando se
utilizan modelos experimentales en animales de laboratorio; sin
embargo, existen evidencias que demuestran una rapida disemi-
nacion de las infecciones por aquélla en los enfermos inmuno-
deprimidos, en quienes también se produce elevada tasa de mor-
talidad. Aunque el conocimiento de los marcadores de virulencia
en esta especie es escaso, algunas investigaciones han demostra-
do que C. glabrata genera proteinasas y que la hidrofobicidad de
su superficie celular es similar a la de C. albicans, lo que asegura
su capacidad de adherencia a las células del huésped.

Algunas alteraciones del huésped que contribuyen al desa-
rrollo de las infecciones por esta especie son la disminuciéon en
los niveles de IgA secretora vaginal, una menor respuesta infla-
matoria y, sobre todo, una disminucidn cuantitativa o cualitativa
de los linfocitos T, hecho que explica su mayor frecuencia en los
pacientes con sida, trasplantados y con neoplasias.>%1820

Resistencia in vitro

Los mecanismos moleculares de resistencia a los antifungicos
todavia son poco conocidos. En C. glabrata se ha podido de-

mostrar que la resistencia a los azoles se debe al incremento en
la sintesis del ergosterol dependiente del citocromo P-450 y a la
existencia de una bomba de flujo activa para el fluconazol. Cuan-
do se habla de resistencia a los antifungicos suelen mezclarse
dos conceptos diferentes: por un lado, la ausencia de una res-
puesta clinica a las dosis terapéuticas del farmaco y, por otro, la
presencia de CMI elevadas para el antifingico. En el primero, la
falta de respuesta terapéutica suele estar asociada al estado de
inmunodepresion del enfermo o a biodisponibilidad insuficiente
del farmaco. En el segundo, la resistencia puede ser primaria
(innata) o secundaria (adquirida) al antifungico administrado.
Los resultados de las CMI pueden variar segun el método utili-
zado para su determinacion.

Candida glabrata es generalmente sensible a los derivados
poliénicos, nistatina y anfotericina B. Sin embargo, desde la co-
mercializacion y el uso intensivo del fluconazol e itraconazol, se
han descrito casos de resistencias i vitro a estos azoles y de falta
de respuesta en enfermos con candidosis tratados con estos anti-
fungicos. Gran numero de esos estudios se han realizado en pa-
cientes seropositivos para el virus de la inmunodeficiencia huma-
na, con candidosis orofaringeas mixtas o exclusivas por C. gla-
brata. Las cepas de C. glabrata resistentes al fluconazol predomi-
nan entre los enfermos seropositivos para el virus de la inmunode-
ficiencia humana, principalmente los afectados de candidosis oro-
faringea y esofagica, aunque se han encontrado cepas resistentes
en vaginitis e infecciones sistémicas en pacientes criticos, con o
sin neutropenia. Si bien se describen resistencias primarias al flu-
conazol, las mas frecuentes son las adquiridas. El hecho de que C.
glabrata sea una levadura haploide podria favorecer el desarrollo
de resistencias secundarias. La aparicion de resistencia cruzada
con otros azoles como el itraconazol, ketoconazol y voriconazol no
es infrecuente. Al contrario que otras levaduras del género, C. gla-
brata es por lo general muy sensible a 5-fluorocitosina.

Cuadro lll. Caracteristicas diferenciales de C. albicans y C. glabrata

Caracteristica

Candida albicans Candida glabrata

Blastoconidios
Pseudohifas
Clamidoconidios
NUmero de cromosomas
Asimilacion de azlcares

Color en medios cromogénicos
¢ CHROMagar®
e Candida ID®

Crecimiento en cicloheximida 0.1 %
Virulencia experimental
Resistencia triazoles

3-7x3-14 um 2,5-4,5x4-6 um
+ -
+ -
7-9, diploide 11, haploide
G, S, M, T, Gal GTA
Verde Lila-parpura
Azul Blanco
+/- -
+++ +
+ +++

G =glucosa, S =sacarosa, M = maltosa, T = trehalosa, GAL = galactosa, A = arabinosa; + positivo, - negativo,

+/- ocasional.
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Utilizando el sistema Fungitest®, que valora las cepas en sen-
sibles, intermedias y resistentes, se ha encontrado 17.6 % de ce-
pas aisladas en infecciones vaginales comunitarias resistentes al
fluconazol, mientras que en muestras de pacientes adultos in-
gresados en la unidad de cuidados intensivos, las resistencias
eran de 21 % y en neonatologia de 1 %. Para el itraconazol, las
resistencias fueron superiores: 23.5,26.3 y 1 %, respectivamen-
te. En ningun caso se identificé resistencia a anfotericina B.!' En
una publicacion anterior, los 13 aislados de C. glabrata anali-
zados mostraron CMI > 16 pug/ml para fluconazol, y 12 de ellos
presentaron para itraconazol CMI > 2 ug/ml. Todas las cepas
fueron sensibles a anfotericina B, con CMI < 0.5 pg/ml. Para
S-fluorocitosina, las CMI presentaron un intervalo de <0.06 a
0.125 pg/ml, confirmandose la gran sensibilidad de esta leva-
dura a este antiftingico.'®

El significado clinico de las resistencias in vitro de C. gla-
brata es un asunto debatido. Sin embargo, se considera que la
resistencia contribuye al fallo terapéutico y a que el manejo de
los enfermos infectados con cepas resistentes no sea satisfacto-
rio. La proxima aparicidén de antifingicos dirigidos contra dia-
nas diferentes del ergosterol podria contribuir a mejorar el pro-
nostico de este tipo de infecciones. 811:13.16.18:21-23

El género Candida comprende varias especies predominan-
do C. albicans y otras no albicans, de estas ultimas en afios
recientes algunas se han incrementado como oportunistas con
trascendencia clinica.®8 Las especies diferentes a C. albicans son
un grupo heterogéneo de mas de 200 con diferencias biologicas,
unas cuantas se asocian a infeccion humana, lo que se ha con-
vertido en un verdadero desafio en el diagnostico y tratamiento
de la candidiasis.”® Hace 100 afios, C. albicans se considero la
unica especie de Candida de importancia médica, C. parapsilo-
sis, C. tropicalis y C. guillermondi fueron calificadas como opor-
tunistas ocasionales.”? A partir de 1980, especies diferentes a
C. albicans se han venido aislando a partir de procesos infeccio-
sos, por lo que a la fecha se consideran oportunistas las siguien-
tes especies: C. glabrata, C. krusei 'y C. lusitania.3"

En general, la incidencia C. glabrata se ha venido incremen-
tando en los ultimos 40 afios® debido a diversos factores como el
uso de nuevos tratamientos y procedimientos para las enferme-
dades neoplasicas y otras patologias, procedimientos invasivos
para diagnostico, uso extendido de antibioticos de amplio es-
pectro, aparicion del virus de la inmunodeficiencia humano y
sindrome de inmunodeficiencia humana. En este estudio, la fre-
cuencia para C. glabrata (12.6 %) duplica la informada en estu-
dios similares hace 10 afios? y coincide en el incremento en la
frecuencia y resistencia al manejo con antimicoticos.

El fluconazol es uno de los agentes mas utilizados en micosis
superficiales y sistémicas. C. glabrata presenta la capacidad de
desarrollar rapidamente resistencia a este medicamento.!” El es-
tudio muestra un alto porcentaje de resistencia de C. glabrata al
fluconazol (68.2 % en sensidiscos y 51.2 % en microdiluciones).
La resistencia mostrada por C. glabrata esta en relacion con el

incremento de su frecuencia y la ha hecho un factor importante en
procesos infecciosos nosocomiales de pacientes de las unidades
de cuidados intensivos, lo que ha favorecido aumento en la inci-
dencia de infecciones sistémicas causadas por C. glabrata en los
ultimos 10 afios, asi como un factor de persistencia y recurrencia
en infecciones vulvovaginales.!®!»?* Los estudios de epidemiolo-
gia hospitalaria han demostrado recientemente que C. tropicalis
va siendo reemplazada por C. glabrata y C. parapsilosis.”

Los resultados muestran a C. albicans como responsable de
67.6 % casos y a C. glabrata de 12.6 %. Se considera que el
uso extendido de azoles puede haber inducido el incremento en
la incidencia por C. glabrata, ya que presenta in vitro una sus-
ceptibilidad muy limitada a estos productos. En Estados Uni-
dos es la segunda especie aislada después de C. albicans como
causa de candidiasis sistémica y candiduria. C. glabrata 'y C.
tropicalis son las especies no albicans frecuentemente mas re-
cuperadas de vagina, cavidad oral y tracto gastrointestinal, a
diferencia de C. guillermondi y C. parapsilosis, que colonizan
mas la piel.1¢*

En el presente estudio, las especies aisladas del género Can-
dida mas frecuentes relacionadas con vulvovaginitis fueron C.
albicans 67.69 %, C. glabrata 12.6 %y C. tropicalis 16 %. Es
importante establecer la correlacion de recurrencia de episodios
de candidiasis vulvovaginal y especies de Candida no albicans,
por lo que debe realizarse en estos casos pruebas micoldgicas
que permitan determinar la especie. Si los resultados indican C.
glabrata, se justificara el tratamiento prolongado para erradicar
el proceso micotico, o bien realizar pruebas de sensibilidad mi-
crobioldgicas para un tratamiento especifico.

Conclusiones

En el presente estudio es posible apreciar un incremento impor-
tante de vulvovaginitis candiddsica causada por C. glabrata,
comparado con informes de afios anteriores, por lo cual pode-
mos considerar este cambio etiologico como emergente para esta
especie; afortunadamente las técnicas disponibles para tipifica-
ci6n de esta especie son accesibles y la disponibilidad de prue-
bas para determinar susceptibilidad permiten de manera oportu-
na establecer cepas resistentes a fluconazol, ya que como puede
observarse en los resultados, una de cada dos cepas aisladas de
C. glabrata sera resistente a este azol, en cuyo caso un cambio
oportuno de esquema terapéutico evitara fracasos y la posible
aparicion de cepas resistentes.
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