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Deteccion de Candida glabrata
en mujeres mexicanas sanas y con
candidiasis vulvovaginal recurrente

Pineda-Diaz J,* Gdmez-Meraz Y,? Xoconostle-Cazares B,® Garcia-Mena J*

determinar, mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), si C. albicans y C. glabrata son causantes de las recurrencias
de candidiasis vulvovaginal y si suelen colonizar la vagina de mujeres
mexicanas asintomaticas en edad reproductiva.

estudio analitico, transversal, prospectivo,
experimental, de casos y controles, efectuado en mujeres de 18 a 45
afos de edad, atendidas en el servicio de Ginecologia del Centro Médi-
co ABC de la Ciudad de México y el Cinvestav del Instituto Politécnico
Nacional. Identificar C. albicans y C. glabrata en muestras vaginales
por medio de reaccién en cadena de la polimerasa con iniciadores
especificos para cada especie.

se estudiaron 93 pacientes: 46 casos y 47 controles.
En los casos se encontraron: 2.17% con C. albicans, 80.4% con C. gla-
brata y 17.3% con coinfeccion por ambas especies. En los controles se
encontraron: 61.7% con C. albicans, 4.2% con C. glabrata, 19.1% con
coinfeccion por ambas especies y 14.8% con ausencia de Candida spp.

el agente causal de la mayor parte de las candidiasis
vulvovaginales recurrentes es C. glabrata. La colonizacién por esta
especie y por C. albicans es comun y no provoca sintoma alguno,
por lo que para su identificacion es importante utilizar métodos de
diagndstico como la reaccion en cadena de la polimerasa.

Candida albicans, Candida glabrata, candidiasis
vulvovaginal recurrente, mujeres asintomaticas, reaccion en cadena
de la polimerasa, PCR.
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Candida glabrata detection in healthy
Mexican women with recurrent
vulvovaginal candidiasis

Pineda-Diaz J,* Gobmez-Meraz Y, Xoconostle-Cazares B,® Garcia-Mena J*

75% of women are affected with vulvovaginal
candidiasis and 10% of them will have at least 4 episodes during
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one year. The most common etiological agents are C. albicans and
C. glabrata, which is usually the responsible of the recurrent cases
when the patients have received inadequate treatment. Up to 55%
of asymptomatic women can have different species of Candida spp.
as vaginal commensals, but there are no recent studies that identify
this yeast through molecular techniques in healthy women and with
history of vulvovaginal candidiasis.

Determine using polymerase chain reaction if C. albicans
and C. glabrata are responsible of recurrent vulvovaginal candidiasis
and if they usually colonize Mexican asymptomatic women in repro-
ductive age.

An analytical, transversal, prospective,
experimental, case control study was carried out in women age 18
to 45 in the Gynecology Service of ABC Medical Centre of México
City and IPN Cinvestav. C. albicans and C. glabrata were identified in
vaginal samples using polymerase chain reaction with specific prim-
ers for each specie.

A total of 93 patients were studied, 46 cases and 47 controls.
2.17% of the case patients were positive C. albicans, 80.43% for C.
glabrata, and 17.39% for both species. 61.70% of the control patients
were positive for C. albicans, 4.20% for C. glabrata, 19.14% for both
species, and 14.89% were negative for Candida.

The main etiological agent of recurrent vulvovaginal
candidiasis is C. glabrata. The vaginal colonization of this specie and
C. albicans is common and causes no symptoms, thus, it is important
to use diagnostic tools such as polymerase chain reaction to identify
them. It is relevant to investigate the factors that help this yeast to cause
a symptomatic infection and stop being just a vaginal commensal.

Candida albicans; Candida glabrata; Recurrent vulvo-
vaginal candidiasis; Asymptomatic women; PCR
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Las infecciones vaginales son la primera causa
de consulta ginecoldgica. Diferentes especies de
Candida spp son agentes causales comunes de
estas infecciones que llegan a provocar incluso
un tercio de ellas.! Este hongo también puede
habitar en la vagina de mujeres sanas, como
comensal, cuando se encuentra en forma de
levadura, cambiando a forma de hifa cuando
origina una infeccion sintomatica.?

Se estima que 75% de las mujeres tienen, al
menos, un episodio de candidiasis vulvovaginal
durante su vida y de éstas 10% tendra cuatro
episodios por afio, condicién conocida como
candidiasis vulvovaginal recurrente.?*

En los Gltimos afos se ha visto un incremento
importante en las especies no albicans como
agentes etiolégicos de este padecimiento, en
especial de C. glabrata, sobre todo debido
al uso indiscriminado de azoles de venta
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libre, a los que estas especies suelen ser re-
sistentes.® Ademas, C. glabrata puede causar
sintomas leves que pasan inadvertidos por
las mujeres.®

En 2004, en un estudio efectuado en el Metro
Health Medical Center de Cleveland, con un
tamafio de muestra de 709 mujeres asintoma-
ticas, se encontr6 que 70% de ellas estaban
colonizadas; 98% por C. albicans y 2% por C.
glabrata y C. parapsilosis. Otros resultados de
la misma investigacion sugieren, ademas, que
los dos factores que mas predisponen a la colo-
nizacion son la actividad sexual reciente y los
anticonceptivos hormonales.® La coexistencia de
estas levaduras en mujeres asintomaticas puede
llegar a ser, segun reportes de México, incluso
de 55%.7#

En la practica médica, el diagnostico de candi-
diasis vulvovaginal suele establecerse con base
en los sintomas y signos clinicos y no se acude,
rutinariamente, a técnicas microbiolégicas o
moleculares para conocer, con certeza, el agen-
te etioldgico, lo que puede provocar una mala
eleccion del tratamiento. Ademas, en México
se carece de estudios recientes que indiquen la
prevalencia de las dos especies mas comunes de
Candida, C. albicans y C. glabrata, en mujeres
en edad reproductiva carentes de sintomas de
vaginitis.

Puesto que no se sabe con exactitud qué facto-
res son los que provocan que la colonizacion
por estas levaduras se transforme en infeccion
sintomatica aunado al hecho de que distintas
especies de Candida spp tienen diferentes sus-
ceptibilidades a los antimicéticos mas usados,
se buscé explorar, por métodos moleculares, si
las dos principales especies causales de candi-
diasis son las responsables de las recurrencias
y si las mismas suelen colonizar la vagina de
mujeres mexicanas asintomaticas en edad re-
productiva.

Estudio analitico, transversal, prospectivo, ex-
perimental, de casos y controles, efectuado en
mujeres de 18 a 45 afios de edad, atendidas en la
consulta del servicio de Ginecologia del Centro
Médico ABC de la Ciudad de México. Para el
establecimiento de diferencias se recurre a la
prueba de ANOVA. El trabajo experimental se
llevo a cabo en el Laboratorio de Referencia y
Apoyo para Caracterizacién de Genomas, Trans-
criptomas y Microbiomas del Departamento de
Genética y Biologia Molecular del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional Unidad Zacatenco. El
trabajo fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion del Centro Médico ABC.

Criterios de inclusion y exclusién

Para los casos, se tomaron muestras de pacientes
con diagnostico clinico de al menos cuatro epi-
sodios de candidiasis vulvovaginal en los ultimos
doce meses y que refirieran sintomas en ese
momento. Para los controles, se tomaron mues-
tras de mujeres sanas que acudieran a consulta
para toma de estudio de Papanicolaou. Todas las
pacientes aceptaron participar en el estudio y
firmaron un consentimiento informado. Se exclu-
yeron las pacientesa con tratamiento antibiotico o
antimicético por via oral o vaginal en los Gltimos
30 dias y pacientes controles con diagnéstico de
candidiasis vulvovaginal en el Gltimo afio.

Los datos clinicos se obtuvieron mediante inte-
rrogatorio dirigido para conocer: edad, nimero
de episodios de candidiasis vulvovaginal en el
altimo afio, método anticonceptivo, fecha de la
Gltima menstruacién, menarquia, inicio de la
vida sexual activa'y nimero de parejas sexuales,
embarazos, partos, cesareas o abortos, tabaquis-
mo, Ultima toma de antibidticos o antimicéticos
y sintomas caracteristicos de vaginitis, incluidos:
prurito, flujo, disuria o dispareunia.
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La muestra se tom0 de la pared posterior de la
vagina después de colocar el espejo vaginal con
hisopo estéril Catch AII™ Sample Collection
Swabs (Epicentre-llumina, EUA) y dejarlo en un
tubo de 2 mL con solucién PBS estéril, que se
guardo a 4 °C hasta la extraccion del ADN. Cada
muestra se etiquetd con la clave de la paciente,
que consiste en las tres o cuatro iniciales de
nombres y apellidos y un niUmero consecutivo
del 1 al 100. Por ultimo, se efectud la toma del
pH vaginal, con tira reactiva Hydrion (Micro
Essential Laboratory, EUA).

Se utilizo el equipo GeneAll Exgene™ Stool
SV (GeneAll Biotechnology, Corea del Norte)
siguiendo los pasos indicados por el fabricante.
Las muestras se cuantificaron con espectofoté-
metro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA)
y se observaron en gel de agarosa al 0.5% para
corroborar la existencia e integridad del ADN.

Para determinar la existencia de C. albicans y
C. glabrata se efectuaron amplificaciones con
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR)
con iniciadores especificos para cada especie.
Los iniciadores se alinean al espacio transcrito
intergénico (ITS por sus siglas en inglés, Internal
Transcribed Spacer) de C. albicans (GenBank:
AlJ249486.1) y de C. glabrata (GenBank:
LC042135.1) respectivamente, como se ilustra
en la Figura 1. Para determinar la existencia de
C. albicans se utilizo el iniciador sentido CALB1
(5" —=TTT ATC AACTTG TCA CAC CAG A - 3Y),
complementario a las posiciones 131-152 y el
antisentido CALB2 (5'—ATC CCG CCTTAC CAC
TAC CG - 3'), complementario a las posiciones
384-403, que producen un amplicon de 273
pb.® Para la presencia de C. glabrata se utilizd
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el iniciador sentido CGL1 (5'- TTA TCA CAC
GAC TCG ACA CT -3"), complementario a las
posiciones 228-247 y el antisentido

CGL2 (5'-CCCACATACTGATAT GGC CTACAA
-3'), complementario a las posiciones 637-660,
que producen un amplicén de 423 ph.° Las reac-
ciones se realizaron a un volumen final de 20 L,
con 10X ExTaq Buffer (20mM Tris-HCI, 100 mM
KCL, 0.1 MM EDTA, 1 mM DTT), 2.5 mM mezcla
de dNTP, 0.01 U de enzima Takara Ex Taq™ de
alta fidelidad (Takara Bio Inc, Jap6n) y 100 ng de
acidos nucleicos totales de cada muestra.

Como testigo positivo se utilizo ADN de C.
albicansy C. glabrata para sus respectivos inicia-
dores y como testigo negativo se utilizo la mezcla
de reaccion sin ADN molde. El programa de PCR
fue de 5 minutos a 96 °C de desnaturalizacion
inicial y 30 ciclos (30s 94 °C; 30s 58 °C; 30s
72 °C)° utilizando un termociclador GeneAmp
PCR System 2700 (Applied Biosystems, EUA).
Posteriormente se fraccionaron 5 pL del produc-
to con electroforesis en gel 0.5X TBE y agarosa
al 1.5%, con colorante Midori Green (Nippon
Genetics, Japon) y registrado con Bio-Rad Mo-
lecular Imager Gel DOC XR+ Imaging System
(Bio-Rad, EUA).

Se consideré6 como diagnostico positivo de
cualquiera de las dos especies la presencia del
amplicén del tamafio esperado. Se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) de un factor para
cada una de las caracteristicas clinicas con
respecto a la existencia de Candida spp para
determinar su papel como factor de riesgo y sus
diferencias entre los dos grupos de estudio.

Se estudiaron 93 pacientes: 46 casos y 47 con-
troles. Las caracteristicas clinicas cualitativas se
resumen en el Cuadro 1y las cuantitativas en el
Cuadro 2. No se encontraron diferencias esta-
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A CALB1 CALB2
18S rRNA ITS1 LS.BS rRNA ITS2 28S rRNA

C. albicans 18S rRNA-ITS1-5.85 rRNA-ITS2-28S rRNA
536 pb
B CGL1 CGL2
185 rRNA  ITS1 _L 5.85IRNA  |ITS2 285 rRNA

N il

C. glabrata 185 rRNA-ITS1-5.85 rRNA-ITS2-285 rRNA
846 pb

Esquema del ITS1 e ITS2 (Internal Transcribed
Spacer) de C. albicans y C. glabrata con los iniciadores
sentido y antisentido para PCR diagnostica de candi-
diasis. Los ITS de C. albicans, que se ilustran en
flechas azul oscuro y los genes rRNA 18S, 5.8Sy 28S
en barras azul claro, con un tamafo de 536 pb. En
letras azules y flechas verdes se localizan el iniciador
sentido CALB1 y el antisentido CALB2, que producen
un amplicén de 273 pb. 2. Los ITS de C. glabrata, que
se ilustran en flechas moradas y los genes rRNA 18S,
5.8Sy 28S en barras violetas, con un tamafio de 846
pb. En letras azules y flechas verdes se localizan el
iniciador sentido CGL1 y el antisentido CGL2, que
producen un amplicon de 423 pb.
rRNA gen ribosomal, ITS Internal transcribed
spacer.

disticamente significativas entre los dos grupos
de estudio con respecto a estas variables, ex-
cepto en el nimero de episodios de candidiasis
vulvovaginal en el Gltimo afio y en los sintomas
de vaginitis (p= 0.001), lo que confirma que la
muestra fue homogénea entre ambos grupos. La
media de edad de los casos fue de 34.1 afios y
de los controles 31 afios. La media de pH vagi-
nal en los casos fue de 4.46 y en los controles
4.37 (p = 0.1).

En el Cuadro 1 se muestran los porcentajes de
casos y controles que usan diferentes métodos
anticonceptivos, de la fase del ciclo en la que se

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas cualitativas de casos y
controles.

Casos Controles
(C9) (47)

Método Ninguno 54.35%  43.18%
Anticonceptivo Preservativo 17.39%  20.45%
DIU 4.35% 6.82%

ACO 2.17% 18.18%

Anillo vaginal  6.52% 0.00%

OTB 15.22% 6.82%

p= 0.61 Implante 0.00% 4.55%
Etapa del ciclo Folicular 26.09%  34.09%

menstrual

Ovulacion 10.87%  11.36%

p=0.38 Latea 63.04%  54.55%
Promiscuidad No 69.57% 56.82%
p=0.21 Si 30.43%  43.18%
Tabaquismo Positivo 63.04% 77.27%
p=0.14 Negativo 36.96% 22.73%
Sintomas No 15.22%  100.00%

p=0.01 Si 84.78% 0.00%

Cuadro 2. Caracteristicas clinicas cuantitativas de casos y
controles

Casos | Controles
(46) (44)

Edad Media 34.12 31.00
18 a 45 afios (p = 0.08)  DE 7.90 7.00
pH vaginal (p = 0.10) el Dl ggg 32171
Embarazos (p = 0.07) el ;gg igg
Partos (p = 0.37) Media DE (1)23 g?g

encontraban al momento del muestreo (folicular:
dia 1 a 12; ovulatoria: dia 13 a 16, lttea: dia 17
a 28), de los casos de promiscuidad (mas de tres
parejas sexuales), fumadoras y con sintomas de
vaginitis (prurito, disuria, dispareunia o leuco-
rrea). La prueba de ANOVA para determinacion
de diferencias estadisiticamente significativas
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entre grupos fue de p< 0.05, que en el cuadro
se sefialan en negritas.

En el Cuadro 2 se mencionan las medidas de
dispersion de la edad, pH vaginal, anteceden-
tes obstétricos y episodios de candidiasis en el
ultimo afio de los casos y controles. La prueba
de ANOVA report6 una p< 0.05, sefialada en
negritas en el cuadro.

En el diagndstico molecular con PCR de Candida
spp se buscaron los amplicones de 273 pb y de
423 pb para C. albicans y C. glabrata, respec-
tivamente, como se ejemplifica en la Figura 2.
En todos los casos se corrobord la coexistencia
de Candida spp. Una paciente (2.2%) con solo
C. albicans, 37 pacientes (80.4%) con C. gla-
brata y 8 pacientes (17.4%) con coinfeccién
por C. albicans y C.glabrata. En los controles
se encontraron; 29 pacientes con C. albicans,
2 (4.2%) con C. glabrata, 9 (19.1%) con C.
albicans y C.glabrata 'y 7 (14.8%) con ausencia
de Candida. La prueba de ANOVA demostré
diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos en la ausencia de Candida (p =
0.037), coexistencia de C. albicans (p = 0.001),
C. glabrata (0.001) y sin diferencia en la coexis-
tencia de ambas especies (p = 0.717), como se
resume en la Figura 3.

Mediante ANOVA se determiné la diferencia
estadistica del diagnéstico de Candida spp entre
los casos y los controles. La deteccion nula de
Candida spp fue estadisticamente significativa
con p=0.037; C. albicans tuvo una p= 0.001 al
igual que C. glabrata, mientras que la coinfec-
cién no fue estadisticamente significativa (p=
0.717). Valores estadisticamente significativos
p=<0.05.

DISCUSION

Este estudio identificO, por medio de pruebas
moleculares, a C. albicansy C. glabrata, como
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Casa 1 CALB1/2
Casa 1 CGL12
Cantrol 1 CALE1/2
C. albicans CALB1/2
Sin DA CALEL2
C. Glabrata CGL12
Sin DA CGL1/2

Caontrol 1 CGL1/2
Marcador de paso
malecular 100 ph

423 pb—
273 ph—+§

Diagnostico molecular de C. albicans y C.
glabrata en un caso y una paciente control. Electrofo-
resis en gel de agarosa tipico al 1.5% donde se obser-
van amplicones de PCR para un caso, con un amplicén
de 273 pb en el carril 1 que indica la existencia de C.
albicans y un amplicon de 423 pb en el carril 2 que
indica coexistencia de C. glabrata. Para un control se
encuentra un amplicén de 273 pb en el carril 3 que
indica existencia de C. albicans y ningin amplicon
en el carril 4, que indica ausencia de C. glabrata.
En el carril 6 se observa el control positivo para los
iniciadores CALB1 y CALB2 con ADN de C. albicans
como molde y en el carril 7 el control negativo para
dichos iniciadores sin ADN molde. En el carril 8 se
observa el control positivo para los iniciadores CGL1
y CGL2 con ADN de C. glabrata como molde y en el
carril 9 el control negativo para esos iniciadores sin
ADN molde. En el carril 10 esta el marcador de peso
molecular de 100 pares de bases.

agentes causales de candidiasis vulvovaginal
recurrente en 46 pacientes. Si bien se sabe
que C. albicans es responsable de 98.0% de la
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90%

**k%k
80%
70% F k%
60%
50%
40%
30%
20% **
10%
0% = -
No detectada C albicans C. glabrata C. albicans/
C. glabrata
m Casos 0.00% 2.20% 80.40% 17.40%
m Controles 14.89% 61.70% 4.20% 19.14%

Porcentaje de coexistencia de las dos especies de Candida spp.

candidiasis vulvovaginal esporadica, se ha re-
portado que las especies no-albicans pueden
causar incluso 32.0% de las recurrencias.®
En 2006, por medio de pruebas bioquimicas
tipo APl 20C, se determind como especies
mas frecuentes en mujeres mexicanas con
vaginitis a C. albicans (39.0%), C. glabrata
(35.9%) y C. tropicalis (16.2%).%° Esta ultima
especie no se evalu6 en nuestro estudio;
sin embargo, se encontré una importante
diferencia en los porcentajes de C. albicans
(2.12%) y C. glabrata (80.4%), ademés de
coinfecciones (17.4%), lo que puede deberse
a que todas las pacientes del estudio eran
casos de recurrencia.

Es posible que la alta prevalencia de C. glabrata
se deba a que se trata de pacientes multitratadas
con antimicéticos y antibidticos prescritos por
diferentes médicos e, incluso, existe la posibili-
dad de que las pacientes se hayan automedicado

en algin momento. Todo esto lleva a una pro-
bable disbiosis vaginal tanto en su componente
bacteriano como mico6tico, que provoca que los
microorganismos mas resistentes, incluida a C.
glabrata, adquieran la capacidad de provocar
infecciones de repeticion.

Existen reportes que relacionan las concen-
traciones de estrégenos con los sintomas de
candidiasis vulvovaginal;** sin embargo, s6lo
13.0% de los casos utilizaban algiin método an-
ticonceptivo hormonal, y 29.8% de las pacientes
asintomaticas si los usaban .

El pH vaginal normal en una paciente con sinto-
mas de vaginitis es parte importante del cuadro
clinico de la candidiasis vulvovaginal pues des-
carta la posibilidad de vaginosis bacteriana.!!
No se encontro diferencia significativa entre los
grupos, la media de pH fue de 4.46 y 4.37 en
casos y controles, respectivamente.
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En 2014 se reporto, solo por medio de cultivos,
a 12.5% de mujeres asintomaticas mexicanas
colonizadas por Candida spp.® En nuestro estu-
dio 85% de las mujeres sin sintomas de vaginitis
resultaron positivas para al menos una especie
de Candida spp, y C. albicans fue la mas comun
(61.7%). Las pacientes de ambos grupos tuvie-
ron coexistencia similar de Candida spp, con
tan solo 14.9% de diferencia. Este resultado es
similar a los descritos en 2000 por Giraldo y su
grupo, quienes encontraron, mediante PCR, una
diferencia de solo 1.2% de Candida spp entre
pacientes sanas y con antecedente de candi-
diasis vulvovaginal recurrente.? En ese estudio,
ademas, encontraron diferencias importantes en
los resultados arrojados por distintas pruebas
paraclinicas, incluido RCP, cultivos y tincion
de gram; las altimas dos fueron las que identi-
ficaron en menor porcentaje a pacientes sanas
con Candida spp (6.6 y 4.4%, respectivamente).

Los resultados de Giraldo y su grupo, y los
nuestros, indican que a pesar de que todos los
procedimientos de laboratorio son de gran va-
lor para llegar a un diagndstico definitivo que
identifique al agente etioldgico, los métodos
moleculares complementan de una manera
importante el diagndstico, aportando mayor
sensibilidad y especificidad pues incluso pueden
determinar la coexistencia de patdégenos en pa-
cientes sanas que solo se encuentran formando
parte de la microbiota normal de esa localiza-
cién anatomica.

La candidiasis vulvovaginal representa un serio
problema de salud publica que se agudiza aun
mas cuando es recurrente. Esta demostrado que
la colonizacion por C. albicans y C. glabrata es
muy comun. Por esto es importante investigar
los factores que ayudan a dichos microorganis-
mos a causar infeccion sintomética y dejar de
ser simplemente comensales de la vagina. En
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la actualidad, el diagnéstico clinico es el mas
utilizado por médicos generales y ginec6logos
para determinar la candidiasis vulvovaginal v,
aunque valioso en casos esporadicos, puede dar
lugar a errores en el tratamiento farmacoldgico
de los casos recurrentes causados por especies
no albicans, lo que hace que los sintomas se
agraven y se incremente el niumero de cuadros.
Si bien se dispone de varios métodos diagnésticos
de laboratorio que pueden aportar informacion
valiosa al diagndstico etiolégico, es claro que los
métodos moleculares son una opcion viable para
el diagndstico definitivo de enfermedades tan co-
munes como la candidiasis vulvovaginal, lo que
de esta manera hace que el tratamiento prescrito
sea el correcto y evite resistencias y, por lo tanto,
las recurrencias, que tanto afectan a las mujeres
en su calidad de vida y en su salud reproductiva.
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