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INTRODUC ST OH

Sin duda alguna. la candldosls es ta micosis mas
frecuente y que mas se dlagnostica en todo el mundo: la
mayoria de autores citan como principal agente etiologico de
éata a C. albicans, la cual es aislada en un S0-58% de los
casos, dependiendo de la topografia ciinica. [rel resto de
las especies no se tienen datos fidedignos, deblde a que hay
muy pocos estudios que tas determinen.

En general Joa criterios para tipificar a C. albicans
son muy pobres; muchos estudios se basan unicmmente en la
formacién de tubos germinativos, pero ahora sabemos que ésta
no es una prueba determinante sinc nada mas orientadora.

Otro probiema para la tipificacién de las diversas
especies de Candida, es que los criterica bloguimicos vy
tisloldgicos varian de autor & autor, lo que ocesiona que de
acuerdoc & la fuente consultada, sea clasificads la espscle
en estudio; esto origina que una misma cepa pueda ser
nombrada con dos o mas eapecies diferentes.

En la actuatlidad exlsten muchos criterios de
tipificaci®dn inmunoldgica, los cuales ofrecen venta ja
debido & su exactitud, ya que emplesn varfantes antigenicas
especificas para cada especie. Sin embargo no pueden usarse

en forma rutinaria ya que tienen un costo muy elevsdo.



De acuerdo a lo anterior, pretendemos hacer un estudio
de 200 cepas aisiadas de casos patolégicos comprobades, ¥
hacer una correlacion de las especies obtenidas con algunos
aspectos epidemioclégicos y clinicos como topografia clinica,
frecuencia, etiologia, sexoc, edad, etc. Ademas de utilizar
los métodos convoncion:le; para 1a tipiticacion,.
plantearemos nuevas posibilidades basadndonos en pruebas
tisioidgicas sencillas y rapidas, que puedan utilizarse en

los diversos laboratorios de rutina,



OBJETINVOS

- Aislar y tipiticar 200 cepas de Candida sp, mediante is
metodologia habitual.
= Praponer 3y evziuar nuevss teécnicas fisiologicas pars: 13

tipifizacion del genero Candids.

- Estandarizar los criterios de tipificacion del zénero
Candlida, da acuerdo @ {a merodologia habinusl " la

pPropuestz,
~correlscionar los acentes evioldgicns aislados Jde zcusrce »

sexo, topogratia clinica, etc.



- ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

Definicion
La ecandidesis =28 causada por diverzas especies de

Candida, generaimenta ¢._albicans. es unaz infeccion aguds o

subaguda en la cual el hongo puede producir lesiones en
boca, vagina., piel, uRas y ocasionaimente en bronauios

pulmones o visceras t1,2),

Etiologia

Aunaue ¢, albicans es el agente otioldgico comunmente
encontrado en lIas diversas formas de candidosis, existen
algunas especles que presentan un poder vatogeno menor y que
producen por lo general un so6io tipo clinico de candidosis
13). Las especies de Candida que destacan son :

- Candida albicans 165-85%)

- Candida stelliatoidea

Candida tropicalis

- Candida parapsilosis

- Candida krusefi

- Candida pseudotropicalis
- Candida_ guiliermondif v

Candida zevlanoides




Epidemioclogia

La candidosis es una enrermedad cosmoponiita y sin duda
alguna es la micosis que mas se presents en todo el mundo,
ocurre en todas las edades y razss ¥ 2n ambos sexos (1,01,

El habitat de las diversas especlies de Candlda es el
humane y algunos animales homeotérmicos, Mo se alsla del
suelo, ni de log detritus vegervales 1.

Algunas especles de Candlda son componentes de Ia flors

habitusl del cuerpo : penetran en los bprimeros dias del
nacimiento y se instalan preferentemente cn las mucosas tal,

C. albicans ne torma parte de 1a flors de uAas, su

aislamiento de éstas por [o generai indica candidosis 1),
Este microorganismo puede ser alslacdo de ta boexu,
tracto gastrointestinei, vagina, y en menor proporecion de la
piel, aproximadamente en el 40% de la noblacion normal (S,
Su presencia come parte de {8 flora habitual, puede variar
en individuos de diferente locailizacion geografice y dentro
de una misma poblacitn, en grupos con diferaentes tipos de

dieta (6).



Factores Predisponentes

Como ya se mencionod, C. llb}cans.a: un microorganismo
comensal extensamente propagada, sin embargo, un ciarto
nimero de eventos exogenos pueden inducirlo a actuar como
patogeno (1) :

-~ Factores fisiolégices., Cambics de pH en vagina vy
boca, embarazo, prematurez, etc.

- Enfermedades © procesos debilitantes. Diabetes,
tuberculosis, amibiasis hepatica, de-nutfﬂclon. atc.

- Inmunodeficiencias primarias o adquiridas. Leucemias,
linfomas, enfermedad de Hodgkin, SIDA y para el caso
especifico de la candidosis mucocuténea generalizada,

agamaglobulinemias y sindronme de Di George.

- latrogénicos. Tratamientos prolongados con
antibidticos, corticoesteroides y citotéxicos; tratamientos
anticonceptivos orales y dispositivos intrauterinos.

- Ocupacionales. Especialmente candidosis interdigital
y onicomicosis de las manos en personas que mantienen éstas
hamedas, como lavanderas, amasadoras de pan y tortilla,
limpiadoras de fruta y pescado, etc.

- Miscelénea. Dermatosis intlamatorias previas
(dermatitis de contacto y de! Ares del paRal), trsumatismos
ungueales, mal estado de la dentadura, proétesis ma)

adaptadas y humedad (1).



Aunque en la mayoria de |los casos 1a candidosis se
adquiere de forma endogena al presentarse cuaiquiera de los
factores snteriormente descritos, en algunas ocasiones puede
adquirirse de forma exégena, como en el caso de drogadictos
que utilizan jeringas contaminadas o al ma‘ntanar relaciones

sexuales con una persona enferma.



DIAGNOSTICD DE LABORATORIO

La toma de muestra es variaple, ya gque la candidosis se
puede presentar en todas partes del cuerpo, asi que los
productos que se recolectan son : exudados, escamas, sangre,

expectoraci{ones, orina, L. C. R., etc.

- Examen directo : Si el material a examinar es cutdneo
o de las ufasg, se trata con hidr6xido de potasio al 20-30%,
en caliente, entre porta y cubreobjetos, Si se trata de un
exudada, pus, expectoraci{én o cualquier otra substancla de
consistencia semi{lfquida, la observacion s= realiza tras
colorear con las tecnicas de Gram, Giemsa o PAS., Las
especies de Candids son Grampositivas. Al microscoplo se
cbservan grandes acumulos de blastoconidios de
apréximadamente 2 a 4 p de diametro y pseudomlc;llo corto o
largo (3); esta {magen determina el estado patdgeno
virulento de I|a levadura y nos afirma e! diagnoastico. En el
caso de plel y wufas por lo regular no se encuentra
pseudomicelio, pero el solo aislamiento del hongo en los
medios de cultive, confirma la enfo;ﬁndad debido a que

Candida sp no es flora habitual de esta region (1).
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- Cultivos : El materlal obrtenido en forma esrerll se
debe sembrar en medlos tales como : a3ar dextrosa Sabouraud,
gelosa sangre, infusion cerebro corszdn o extracto de
levadura (1), Cuando se cultivan expectoracién, pus v otros
materiales contaminades, convians agregar cloramfenicol vy
cicloheximida (actidione) al medio pars evitar ia
contaminaclion de les cuitivos por bacterias y hongos

sapréflitos respectivamente (). Sin embargo. hey alzunas

especies que son  inhibidas por la ciclioheximida, por
ejemplo, C._tropicalis., C. parapsiiosis, C. kruszel v
C._zevianoldes, por 1o que se recomienda sembrzrias siempre

al par en medio Sabouraud, El desarrolilo del orsaniswo co
manifiesta de 22 a 4 dias & 28 °C o 37 °C prezantsnde
colonias blanquecinas, cremoszs, de tamedfo wedio y de
aspecto mate o humedo, Hay medics dz cultlvo szlectivos para
el género Candids, como el Biggy tHickerson:i, que contiene
gran cantided de citratos que eiiminan ta flora bacteriana y
gultitos, que B! ser reduclidos » sulturos can una colorecion
caté 8 las colonias, lo que !as hace distinguibles de otros
hongos levaduriformes (1) aunque en algunes ocasliones
€. _neotformang puede también pigmentar dando colonizs care
mucoides (7).,

Pares @1 criterio del disgnostico de lIrboratorio, un

cultivo positivo no indlca necesariamente una Candidosis, va
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que Candida =2p forma parte de la rlors habitual y par esto
es importante la correlscién de ivs aspectos clinigos ¥

micoivgisss para llegar al dlagnostico Integrai.

- Pruebas inmunciogicas @ 3e resilzan aplicando en
forma intradérmica una décima de antigeno llamado candidina.
Este puade ser monovalente (de €. albiecang) o polivaiente

(de diversas especies de Candida). Une reaccion pesitiva

posee poco valor diagnéstico, ya que indice dnicamente primo
contacto. Se ha observado en un 30-60 % ae lz poblacion en
general. En ia actualidad esta prueba al igua)l que el PPD se

utillza para valorsr hipersensibilidzd rardia (1),

- Serologfia ¢ Se ha reportado que del 20 al 4U% de los
adultos sanos pueden presentar anticuerpos aglutinanctes
contra C, albicana (5). Es por ecste que ls cusntitic=zion de
anticuerpos tiene un vatlor relativamente bajo ¥ salo tiene
utilidad en las candidosis sistémizas en correlacion con la
clinica y los detos micologices.

Dolan v Stried (8) realizaron un trabejo sobre ol

diagndstice serolégico de infecciones por levadurss, En
eatudios microbiologzicos de paclisntes poat-mortem,

obtuvieron resultados sorprencentes sobre el numero de

infecciones causadae por levedurzs gue no fueron detectacay
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antes de la muerte del paciente, debido a la dificultad para
diagnosticar wna infeeccién diseminada. Estos sautores
proponen a3 comkinacion de tres técnicas pars el disgnostico
de una {i{nfeccitn por levaduras, Las tecnicas propuestas ¥
los pardmetros utilizados son:

- Titulo de aglutininas » 1180,

-~ Tituio de antiglobulina humana - 1:128.

~ Presencia de precipitinas (tecnica de Ouchterliony!.

Otra aportacion a este respecto fue hecha por Monson y
Wilkinson en 19581 * (8), Sus estudios han sugerido que
pscientes con candidosis invasivae se distinguasn por tener
elevadas concentraciones en suero de D-arabinitol v
pacientes ‘con candidemia, por un incremento an la
concentracién de manosa. La desventaja de esta determinacion
Ves que las substancias se detectan mediante cromatografia

gas-liquido, lo gque requiere de equipo més sofisticado.
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TIPIFICACION
Una vez aislasdo el agente etinldgico -n ~ualquiera age
los medios anteiiormente mencionzuvos, se pracedea a 54

tipiticacién emrieando diversos métouos

- Pruebas bioclégices

as Formaclion de tuboes germinativos. Es wunz pru=sba
presuntiva Y rapida, que nos permite loentificar a
C. albicans, aunaue no £s determinante. Lz confiabilicao de
esta prueba ha sice confirmseda por varie: autecres
€10,11,12,13)., Consiste en sembrar la levadura en uns
pequeia cantidsd de medio tsuerns humanos € incubsr durante
3 s 3.5 noras a 37 *C. Al cabo de este tiempo salo
€C. albicans rorma un tubo germinel, de aprcximzdamente € a3

1€ u de tengitud, dando la imagen «de un "2spejo de mano™ E
de una "raqueta". 5u nombre es asbido 2! parecido que tlene
eon ta fese iniciz] de la hifa oz un hongo filamentose 'la).
La lectura debe hecerse exactamasnte a las 3,5 horss »x gqu2
pasado este tiempo todss las egpecies de Candida presentan
tubcs garminativos, DLebizso a &sto estada  prueba 1o €s muy

contiable y debve ap

se =0 otros detes comd i formacion

.de clamidoconidios y el zimograma.



Es importante remarcar que ovras especies de Candida.

como . stellatoidea, C. wtilis v (. ruposs pueden presentar

los tubos germinatives a las 3 o 3.5 horas de incubacion.
Esto no representa mayor problema en ei caso de las uUltimas
dos especies ya que no se han reportado como oportunistas,

en cambio <. stellatoidea s1 es un agente patogeno para el

humano.
Esta pruebs es sumamente il en la mayoria de los
laboratorios: sin embargo, puede generar un determinsdo

nuamero de resultados ralsos positivos y negativos, Esto esta
determinado por ciertos factores, los aque dependen tanto de
la cepa como dei suero 2 incluso de |2 cantidad de inécuio,
ya que la2s células en exceso pueden provecar un resultado
false negativo 1la3,

Zaragnza Herndndez vy cols. 152 realizaron wun estudio
con el fin de evaluar la eficacia de distintos tipos de
suero (normales y con diversas ajiterscioness en ila rormacion
de tubos germinatives de Candida sp. Los resultados que
obtuvieron indican que el mayor porcentaje de formacién de
tubos se obtiene pmple;ndn sJUero de personas sSsNas ¥y en
orden decreciente el suero humano icterico, suero humano
lipemico. suero de capballo., aitbumina de huevo y plasma de

personas diabeticas. Este estudio demuestrs que ias
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dffarentes alteraciones en €l suero, provocan resultados muy
variables lo que resta importancia a esta prueba.

El empleo de swuero para la formacién de tubos
germinativos, presenta desventajas por no ser un medio
estandarfzado, debido a esto y a8 gue no se Eabte con
exactitud que componente o componentes del! suero son los que
{nducen ia produccion de dichas estrucruras, diversos
autores han realizado estudios con el ftin de obtener un
medio mas confiable. A continuacion se citan aigunos de los
haltazgos mas importantes :

- Joshi y colis, w3 ranortaranr‘haber obtenido
excelentes resultados empleando suero bovino con diferentes
diluyentes (trypticase soya calda., agua peptonada y solucién
salina) a diversas concentraciones. Sus estudios los
Ilevaron a comprobar que el trypticase soya caldo {nducia la
formacion de tubos germinativos al cabo de 3 horas sin
necesidad del suero, La ventaja de wutilizar el trypticase
soya caldo combinado con €] suera bovino, es que el tiempo
se incubacion se reduce 3 2 horas. Al adicionar al suero
sales biliares el tiempo se reduce a 1.5 horas.

-~ Land y coils. (16) observaron que C. albicans forma
tubos germinativos en un medi{o amortiguado de tfosfatos con
altas concentraciones de glucosa. Si la concentracidén . de

glucosa es baja, la filamentacidan sadlo ocurre cuande varios
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aminoacidos de la familia del glutamato, aspartato o
piruvato, son usados como fuente de nitrégeno. '

~ Dabrowa y écls. (17) ensayaron un medio de prolina-
blotina-amortiguador, en el cual la concentracién de fosfato
y glucosa era muy importante para la formacién de tubos
germinativos.

- El medio descrito por Lee y cols, (18) esta compuesto
por seis aminc&cidos <(metionina, lisina, tenilatanina,
alanina, leucina y prolina), biotina, sales inoriinlcal y
glucosa. Este medio es dti]l para el crecimiento de la fase

levaduriforme y micelial de C. albicans a 25 *Cy 37 *C

respectivamente.

- Mattia y Cassone (19) proponen como inductor de la
tormacian de tubos germinativos & la N-mcetil-glucosamina,
ademas del suero.

- Shepherd y cols. (20) obtuvieron resuitados similares
utilizando N-acetil-glucosamina o glucosa-glutamina.

- Holmes y Shepherd en 1987 (21) 6ubllcnrun un articulo
en el cual describen un medio amor tiguado de prolina o
N-acetil-glucosamina donde C. albicans produce tubos
germinativos en 60 a 90 minutos a 37 °C.

Comprobaron que la prolina es e! udnico promotor de ia
formacion de tubos germinativos en e! medic de Lee, y que la

fuente de carbono (glucossa) y de vitamina (biotina,), fueron
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requeridas Gnicamente para mantener el crecimiento de la
tevadura.

- En un estudio posterior realizado en 1988 (22), estos
mismos autores describen que C. albicans forma tubos
germinativos en una soluclién de glucosa-iones de amonio.
Sostienen. que 1la presencia, tanto del azudcar (glucosa,
sacarosa o galactosa), como de una fuente de nitrégeno (ién
amonio o un aminodcido que se metabolize via glutamato), son

criticos para ia morfogénesis.

Algunas cepas presentan pseudomicelio desde su
primoaislamiento en medios comunes como Sabouraud, biggy,
extracto de levadura, gelosa sangre, etc., éste puede |legar
& confundirse, ante ojos inexpertos, con los tubos
germinativos, Para distinguirlos hay qua tomar en cuenta que
las caracteristicas primordiales del tubo germinativo son
muy diferentes a las de! pseudomicelio, ya que el primero se
encuentra invaginado en ia levadura y se observa limpio en
su interior y el pseudomiceiio presenta inclusiones, ademés
de que . llega & ser. muy largo y con aestrangulamientos

eventuales.



b) Formacion de clamidoconidios. Los cliamidoconidios, para
algunos autores, son ceiulas de resistencia, por lo tanto su
formacian se ve favorecida por una baja tension de oxigeno
deficiencia de nutrientes y una temperatura entre 18 =0
25 *C. El medio se prepara en calias y 18 cepa se siembra en
forma de estria larga, se incuba durante 4% a3 72 horas y ze
chaerva. Es Importante remarcar gque pasado este tiempo las
blastoconidios presentes en el medio dificulrtan la
observacion., La lectura puede nacerse de dos formas @

- Tomando una ssads de |5 colonia v enlecandola antre
porta y cubreobjetos con un colorante de contraste tazul de
lactofenol).

- Colocando directamentz la caja sobre |2 platina del
microscopio,

El medio en e! que se onservan maejores resuitadcs es el
de harina de maiz t(corn meal-agar’) con =&lgun agente
tensoactivo como puede ser e} Tween 80O al 1 >%. También
pueden utilizarse otros medios como el agar arroz - Tween 80
al 1% (23 o el papa zsnahoria agar (243, Feo (25) reporta
*-buenos resultados con medins como e! Oxgall agar (a base de

sales billares) y leche dilufda agar.

Morfologia de 1os ciemidoconidios : Su formezi6n es a

partir de pseudohiras: generalmente son esfericos, su tamaRo



19

es mayor al de los blastoconidios (16 a2 20 us, presentan una
doble membrana rerfringente y su localizacidn, I3 mayoris de
las vaces egs terminal, aunque se pueden presentar
intercalados (25,

Esta prueba biol6gica es determinante para C. albicans

y s6lc en raras ocasiones C. stellatoides y C. tropicalis

pueden formar clamidoconidios (28). El resto de las especies
s6lo presentan pseudohifas y biastoconidios, v se distinguen

por la doble membrana refringente y el tamafo.

- Pruebas fisiolégicas :
1. Pruebas bioquimicas.

Se basan en la utiiizaciédn (auxenograma’) y fermentacién
(zimograma) de carbohidratos. Existe wun perfil biequimice
que i{dentifica a cads una de las especies de Candida. Estas
pruebas también son uUtiles para otros géneros y especies de

levaduras.

a) Auxonograma. Las pruebas de asimilacidn de
carbohidratos son de gran wutilidad. Existen varios métodos
de estudio : el de Wickerham en tubo vy el auxonograma en
placa con un medio bDase sin azdcares, al que se afRaden los
carbohidratos en discos de papel impregnado (.7). Se siembra

una asada en el medio y se incuba durante 8 a 10 dias a
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temperatura ambiente. Las lecturas se& realizan observando
crecimiente en el medio, yd se» turbidez en el tubo o un
halo de crecimiento alrededor de los discos. Es importante
c{tar gue aunque estas pruebas son contiabli2s, la facilidacg
con que se contaminan los medios y el tiempo gue requiere
prepararios representan un p}oblema. )

Martin y cols, (28) proponen realizar el auxonograma en
tubos con agar inclinado a3l 2%, msdib bssal y el aszicar a

una concentracion final de 1%.

b} Zimograma, E! estudio de la frfermentacidn de
carbohidratos complementa estas pruebas biogquimicas. Se
utiliza un medio Jiquido-base al que se sfade cada azdaoar
por separado, m&s un indicador de pH. Se incluye sl tubo una
campana de fermentacidn para captar los gases Iiberados.
Esta prueba se lee 8 los 8 a 10 dias de haber {noculado ios
tubos con una ssada de la cepa. Se mantienen a temperatura
amblente. Un vire del indicador indica un resultado
positive, Debe anotarse s{ existe o no produccién de gas
dentro de la campana.

Para la detecci®n de la produceidn de gas¥ puede
utilizarse un sello de parafina- vaselina (5 grs. en 1 ml.)
en la superficie de! medio, y la lectura se realiza

observando un desplazamiento de éste (29).
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1. Reduccién de sales de tetrazolio. Esta pruebs es
impartante sobre todo cuando hay confusiones entre
C. stellatoidea con clamidoconidios positiveos y €. albicans.

La cepa &0 siembra en ca2ja en forma de estrias. Se
utifiza el medio Pagano-Levin (30,31) que contiene wun
indicader biolédgico, lo que permite una simple y rapida
diferenciacién de C, albicens de otras especies, Los
‘resultados se observan a las 48 a 72 horas de incubacién a
temperatura ambiente. La presencia de un antibiético de
ampiio espectro incorporade al medio, impide la
contaminacién por bacterias. Este medio es ligeramente mag
rico en nutrientes que el Sabouraud., La diferenciacion de
C. albicans sge basa en las distintas coloraciones gque
presentan ifas coloniag en ol medio. @s5tas se deben a la
capacidad en diferente grado, por parte de las levaduras, de
reducir un compuesto de tetrazolio, incluido en ei medio, a

particulas insolubles coloridas. Debido a que C. albicans

tiene una capacidad muy limitada o casi nuls de reduccion,
su coloraci4n va de blanca 2 un rosa muy paiido. Aunque
C. krusel también puede producir colonias blancas, es f&cil
su dife;enciacién ¥a que sus colonias aparecen planas, sec3s
y mate, en contraste con la textura cremosa de las colonias

de C. albicans (31).




MATERIAL Y METODOLOGIA



MATERIAL
Algodon absorbente
Asa bacteriolégica
Asa micolégica
Bisturt
Bulbos de goma
Cajas Petri deshechables
Campana de fermentacion
Cinta adhesiva (scotchy
Cubreobjetos
Egpatuia de aluminio
Etiquetas
Gradlliss metdlicas pars 40 tubos
Lapiz grasgo
Hetraces Erlenmeyer de 250 y. S00 ml.
Mechero Bunsen
Papei de estrazsa
fapel tiltro

Papel paratiim

Pipetas graduadas de 0.2, 1.0, 5.0 y 10.0 ml.

Pipetas Pasteur
Porteobjetos
Probeta de 50 y 250 ml.

Soporte universal
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Termémetro
Tubos de ensaye de 12 x 75 y 13 x 100 mm,

Vasos de preclipitados de S50 y 250 ml.

EQUIPO
Autoclave
Balanza analftica
Estufa
Incubadora de 28 *C y 37 *C
Refrigerador

Microscopio éptico

REACTIVOS
Aclido clorhidrico concentrado (HCl)
Agua destfiiada (H,0)
Albamina bovina al 22%
Alcohol etflico (CiHsOH)
Azul de lactotenol
Cloramfenicol
Cloruro de tenil tetrazolium (TTC)
Cloruro de sodio (NaCl)
Extracto de carne
Extracto de levadura

Festato de potasio (KaPO.)

24
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Fosfato de sodio (Na;PO4)
Galactosa

Glucosa

Hidréxido de potasio al Z0% (KOH)
Hidroxido de sodio (NaOH)
Lactosa

Leche pasteurizada
Maltosa

Peptona

Purpura de bromocresol
Sacarosa

Solucién salina

Suero humano

‘Sulfato de amonio (NHSO.)

Tween 80



MEDIOS DE CULTIVD
Agar bacteriolégico
Agar de micosel
Agar de Sabouraud
Agar de corn meal (harina de mafiz
Caldo de trypticase soya

Infusion de cerebro corazén

26



27

METODOLOGIA

Se procedi® 8 la tiplificaelén de ZUO cepas aobtenidas de
pacientes de la consulta exteerna de los diversos servicios
del Hosplital General de Meéxico 5.S5., asi como de muestras
provenientes de necropsias de pacientes rallecidos debido a
alguna entermedad hematol®&gica, que presentaban Infecciones
por Candida sp, utilizandoc los metodos de rutina y slgunasg

variantes de éstos que se detallen a continuaciént

t. RESISTENCIA AL ACTIDIQNE (Cilcloheximidayl.

Se sembraron las cepas en medio micosel tagar Sabouraud
con antibiébtica) y se incubaron durante 48 horas a 28 °C
para. observar s8{ ss presentaba crecimiento que indicara la

registencia al actidione.

2. FORMACION DE TUBOS GERMINATIVOS.
a) En suero humano con valores normales de azlcares,
protefnas y lipidos (0.5 ml.),

b) En sulfato de amonio O,5% - glucoss 1% - trazas de

fosfatos.

En albamina bovina, con las siguientes variantes @

2]

- 1 gota de albamina en Z m!. de aguz destiinds
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-.1 gota de albimina en 2 ml. de agua destiiada con
glucosa al 1%
- Albuamina. al 1%

- Albumina al 1% con glucosa al 1%

Albdmina al 1% con glucosas al IN y trazaes de
fosfatos

- Albdmina al 10X con glucosa al I

-~ AlbGmina al 10 con glucosa al 5%

- Albumina ai 10% con glucos? al 10%

En glucosa a diferentes concentraciones ¢
,
/

/

- Glucosa al 10%
- Giucosa al 5%
- Glucosa al a% N
- Glucosa al 1%

- Glucosa al 0.8%
- Glucosa al 0,25%
- Glucosa al 0.1%
- Glucosa al 0.05%
Caldo de trypticase scys (Q.5 ml.).

Infusi6tn de cerebro corazan (0.5 ml.,.

prueba se realizé sembrando una asada de caua cepa
diferentes medios. Se incubaron durante 3 horas a

Posteriormente se homaogeneiz6 el medio y se colocod
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una gota del mismo entre porta y cubreobjetos para su
observaciéon al microscopio, y verificar asi la formacidn de
tubos germinativos, Las cepas que no presentaban dichas
estructuras, se revisaron a las 3.5 horss para conrirmarlias
como negativas y desecharlas.

En el caso del medio de sulfato de amonio, se corrieron
testigos a 1la par de la prueba para comprobar su eficacia.
Los testigos utilizados fueron los siguientes :

- sulfato de amonio al 5%
- glucosa al 1%
- trazas de fosfatos

- agua destilada

3. FORMACION DE CLAMIDOCONIDIOS,

aJ En corn meal - Tween 80 agar.

S5e prepard el medio comercial de corn meal-agar (harina
de maiz), agregando 21 Tween 80 al! 1% y glucosa al 1%
Después de esterilizar y enfriar el medio, se vertic en
cajaslPatri. Ya solidificado el medio s=2 procedi® a la
siembra de cada cepa en forma de estria, misma que se
atravesd con un corte del bisturi sobre el medioc con el tin
de aumentar su contacto con el oxigeno. Se incub6é durante 48
horas a tempersturs ambiente, luego de las cusles se observd

al microscopioc directamente colocando la <caja sobre |a
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platina. Se buscaron pseudohifas y clamidoconidios
(terminales o intercalados) identificéndolos debido a su
mayor tamafo y a su doble membrana refringente.

b) Leche 1% - agar 0.5%.

Se preparo un medio utilizando leche 31 1% - agar al
0.5% de acuerdo a la téonica de Feo (25), con e} tin de
obtener un medio semiliquido. Se sembréd una asada de cada
cepa, agitando el medlo. Se incub® durante 48 horas a
temperatura ambiente y se hizo una observaciétn en fresco al

microscopio para buscar los cliamidoconidios.

a, ZIMOGRAMA.

Se prepararon Ins tubos wutilizando un medioc base 3|
cual se e agregaron los diferentes carbohidratos a probar,
a una concentracién de 2%, asi como el inaicador. Csda tubo
contenia una campana de termentacitn con el fin de atrapar
fos gases producidos. Los carbohidratos empleados rueron
glucosa, galsctosa, maltosa, sacarosa Y lactera., 5e sembro
cada serie de carbonidratos con |Ias diferentes cepas,
esterilizando el »sa antes de cada siembrs, pars evitar el
acarreo’ de un carbohidrato a otre. Se incubaron durante &
dias a temperatura ambiente, y se observed tanto ol vire del
indicador como la rformacién de gases dentro de la campana de

fermentacibn.
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5. REDUCCION DE SALES DE TETRAZOLIOQ «TTC).
El medio se prepard en el laboratorio siguiendo 1la

formula de Pagano-Levin que consiste en :

- Paptona 10 gr.
- Extracto de levadura 1 gr.
- Glucosa 40 gr.
- Agar bacterioldgico 18 gr.
- Agua destilada 1000 mi.
- TTC 100 mg.
- Cloramfenicol 500 mg.

El medioc y el TTC (Cloruro de trifenil tetrazolium)
fueron estarilizados por separado, posteriormente se
mezclaron y se repartieron en cajas Petri. Las cepas fueron
sembradas en el medio s6lido en torma de estrias, y se
incubaron durante 42 a 72 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido el perfoda de incubacion, 8@ Observaron las
diterentes coloraciones adquiridas por las cepes, debidas a
lag distintas capacidades de reduccitn de las mismas. Una
coloracién purpura se interpreta como «+, rogss como +y

blanca como -,
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6. RESISTENCIA A DIFERENTES pH's,

Se inocularon las cepas en tubos que contenian 0.5 ml.
de solucién salina a diferentes pH's variando el tiempo de
incubacion (32). Las téenicas empieadas fueron

- Solucién salina pH 2,5 durante 1 hora.
- Solucion salina pH 1.0 durante 1 hora.
- Solucién salina pH 1.0 durante 48 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacién se tomd una asada
de cada medio y se sembr6 en cajas Fetri con agar Sabouraud,
las cuales se incubaron a temperatura ambiente durante 48

horas.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos mediante el presente estudic

se reportan de la siguiente manera:;

1

1. Marcha Rutinaria de Tipiftieczsiéan (Tabla 1.

Insluye los resultsdes de @
Resistencia al acridione.
Fecrmacion de tubos germinativos en suars numane.
Formacion de «cramldozonidias &n &ger rnzrina  de w1z
tcorn meal agar) - Tween B30 al 1 %.
Zimograma tgiucosa, maltoss, sacsrosa, aslactose Y
laetoszs.
Reduccion de szles 0% %tetrezzolio (TTIJ, Aunaue &s*'s Lrueos
no es rutinaris, la wtilizamos como wpoye para la

tipificacion.

La tipificacion se replizé de acuerac & l2 Tabla |1l

anexa, segun apuntes de Mizologia MHeédica o:1 :nstituro

Pasteur ¢19€71.
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11, Grafica en porcentajes de las especies de Candida

sisladas (anexa).

A. Candida albicans %
B. Candida stellstoidea 15.0 %
C. Candida parapailo:isA 10.0 %
U, Candida tropicails 8.0 %
E. Candica krusel 5.0 %

Debe tomarse en cuenta que de estos resultados el 36 %
procede de pacientes afectados por alzguna entermedad
hematotégica ¥y que el resto corresponde 3 personas Que
llegaban a consulita con una candidosis clinicamente

contirmada.
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1l1i. Topografia Clinica (Grafica anexa).

-

n. Faringe «

a, Boca 36.0 %
b. EstOmago » 15.0 %
c., Esbrfago # 6.0 %
d. Vagina - RiAGn #» 7.0 %
e, Heces 7.0 %
f. R{A6GN » 5.0 %
g, Pulmén » 4.0 %
h. Expectoracién 4.0 %
i. Piel 4,0 %
j. Sangre 3.0 %
k. Oido 2.0 %
. Higado # 2.0 %
m. URa 1.0 %

0

[+]

-

o. Bazo »

=

Muestras tomadas de pacientes post-mortem.
-#% Muestras de orina de pacientes de sexo femenino,

consideradas como {nfecciones vaginales ys/o renales.
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lV.lFrocuoncln de |as especies de Candida de acuerdo a
la topogratia clinica.

A. Candida albicans

B. Candida stellatoides

C. Candida parapsilosis

D. Candida tropicalis
E. Candida krusei

Nota : Los incisos A, B, C, D y E son los que se

utilizan en las graficas siguientes.
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V. Frecuencia de las especies de Candida de acuerdo al

- Especie

A, Candida albicans

B. Candida stellatoides

C. Candida parapsilosis

D. Candida _tropicalis
E. Candids krusei

Sexo Femenino Sexo Masculino

50 »
80 %
40 %
50 %

40 %
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V1. Metodologis en sstudio.
En las gr&ficas se muestra e} porcentaje de Candida
albicans que di6 positiva cada prueba en relaci6bn con las
pruebas rutinarias; los resultados obtenidos para las demds

especies se reportan a continuaclén:

1. Formacidén de tubos gersminativos,

~

- En sultato de amonio O.5% - glucosa 1% - trazag de

tostatoa.

Especie Resultados positivos
Candida aibicang 83.8%
Candida atellatoides 66, 7%
Candida parapsilosis a0, 0%
‘Candida tropicalis 75.0%
Candida krusei . 20.0%

= En albimina bovina wutilizando ias variantes antes
mencionadss, no se cbservaron resultados positivos en ningan

caso.
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- En glucosa a direrentes concentraciones. Los
resultados obtenidos fueron los mismos para todas les

concentraciones utllicadas,

Eapecie kesultados positivos
Candida slbicans 100, 0%
Candida steliatoidea ’ 93, 3%
Candidas parepallosis 10, 0%
Candida tropicalils 12.5%
Candida krugel ' [

- Caldo de trypticase soya.

Especie Fesultados positivos
Candide slbicang 51.6%
Candida etelliatoidea’ B0, 0%
Candids parapsilogis Q, 0%
Candida troplcalis 1Z,5%

Candida krusel O.0%



~ lInfuaién de cerebro corazén.

Especie
Candida mibicans

Candida stellatoides

Candida parapsilosis

Candida tropicalis
Candida krusel

Formacidan de clamidooconidios.

- En leche 1% - agar 9.5%

Egpecie

Candida albicans

Candida stellatoidea

Candida parapsilosis

Candida tropicalis

Candida krusei

58

Resultados positivos
75.6%
S0, 0%
10.0»
50.0%

0.0%

Resultados positivos

93.5%
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3. Resistencia a diterentes pH's,
- Solucidn salina pH 2.5 durante 1 hota. Ninguna de las
cepas tue inhibida.

- Soluciédn salina pH 1.0 durante ! hora,

Especle Reslistencia
Candida albicans 33.9%
Candida stellatoidea 6.7%
Candida'parapsllosis 20.0%
Candlda tropicalls 62.5%
Candida krugei 50, 0%
- Solucién salina pH t.(0 durante a5 horas, Todas ias

cepas tueron inhibidas.

ESTADISTICA 1

E! modelo wutilizado en 1la {nvestigacion es de tipo
deseriptive, por o tanto bajo las reglas epldemioclogicas,
no se puede realizar un método estadistico como el de x¥; en
base a esto s6lo s2 manejaron porcentajes, gue explican los

resultsdos obtenidos.



DISCUSION DE RESULTADOS
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DISCUSION DE RESULTADOS

COMPARACION DE LA MARCHA RUTINARIA DE TIPIFICACIGN CON

RESPECTO A LA METODDLOGIA FROPUESTA.

MEDIOS DE CULTIVO DE PR]NOA]SLAMIENTO.

En eate estudio comprobamos mediante Ia prueba oce
registencia al actidione, que los mejores medios para el
primoaisiamiento son el Saboureud y el Biggy., ya &ue en el
micogel tuvimos un porcentalje de inhibiciéon del 18%

correspondiente a jas especies C. tronicalis, C. krusei y

C. parapsilosis. Otros medios que pueden utilizarse son el
getosa sangre y el BHI, pero tienen la desventajas ae que al
ser medios muy ricos, s$u manejo debe ser mas cuidadoso ya
que favorecen la contaminacidn. Otra opcion seris emplesr

Saboursud adicionado de cloramfenicol.

FORMACION DE TUBOS GERMINATIVOS.

De acuerde a los resultados obtenidos, reatirmemos que
el mejor medio para la {nduccién de tubos germinativos es el
suyero humano con valores normaies, Las ventajas que
presenta san que ze pueden utilizar paquates de plasma,
inclusive caducos, suero congelado, inactivado,

hemolizado, etc. (12), Ei problema de este medio es que no
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siempre se tiene la certeza de que realmente sus valores
sean normales. ya que s8 realizan mezclas de diversos
sueros.

En la bibliografia consultada se menciona aque lag
fuentes de nitroOgeno y de carbono son indispensables para la
formacién de tubos germinatives (22), Debido a westo.
probamos utilizar un medio compuesto por sultato de amonio,
glucosa y +trazas de fosfatos. Los resultados obtenidos no
fueron satisfactorios ya que solamente el 83.8 % de las

especies de C. albicans dieron positiva la prueba y ademas,

C. krusef y C, parapgilosis que estén reportadas como

negativas en el 100 « de los casos, presentaron
filamentacién en un 20 % y 40 % respectivamente. Ya que el
medic que contenia una fuente de nitrdgeno y una de carbono
no di6 los resultados esperados, decidimos enfocar nuestros
sstudios a las substancias presentes en mayor proporcién en
el suero. Utilizamos sgoluciones de albumina, giucosa ¥y una
combinacién de ambas. En los medios en los cuales estabas
presente ia albamina, observamos una inhibicién total de la
filamentacién; en cambio, en Jos medios dque contenian
solamente glucosa a diterentes concentraciones, fos
resultados obtenidos fueron ldénticos s los observados en el

suero humano con valores normales; por io tanto la limitante



64

para la tormaclén de tubos germinativas es 1a fuente de
carbono.

Siguiendo la recomendacién de Joshi y cols. W13y,
probamos el trypticase soya caldo en el que reportaron
haber obtenido resultados similares a los obtenidos en suero
humano. Nuestras abservacionés demostraron que este medio si

es especifico para C., albicans, C. stellatoidea Y

C. tropicalis, sin embargo tuvimos falsos negativos en un
alto porcentaje.

Pensamos en ut{lizar otro medio tan rico como el
anterior pero que tuviera giucosa en una mayor
concentracién, y decidimos probar con al medio de inrusian
cerebro corazon (BHIi). Este medio superd al anterior en el
sspecto de que no dio tantos raisos negarivos, pero tamoien

se observaron resultados falsos positivos.

FORMACION [E CLAMIDOCONID10S.

Sin duda alguna, el mejor medio para la formacion de
clamidoconidios es el agar harins de maiz (corn meal) -
Tween 80 al 1 %. Las desventajas que presenta esta prueba
son el tener gque wutilizar cajas Fetri . lo que incrementa
el costo y2 que se desperdicia gran cantidad de medio,
adem&s de que el material ocupa demasiado espacio, lo que

dificulita el manejo.
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Feo '25) recomienda el wuso de un medio semiifguido
compuesto de leche al 1 % y agar al 0.5 % que s2 reparte en
tubos de ensaye, lo que facilita su manejo y disminuye la
cantidad de medio empleado, El| problema que encontramos 2l
ut{lizar este medio fue que el in6culo no se distribuye
homogéneamente en el medio, por lo que al momento da tomar
la muestra existe el riesgo de no llevar en ella ningun
clamidoconidic aunque si los hubiera. Esta prusbs requiere
de mucho tiempo ya que se necesita revisar todos los campos
de la preparacion, lo que no ocurre en el medio harine de
maiz preparado en c2ja Petri, en el cual es posible,
detectando la filamentacian en el medio, ublcar 1a

localizacién de los clamidoconidios para su observacidén al

microscopio. Aun asfi, fos resultados obtenidos fueron
buenos ya que C. albicans presentd clamidoconidios

en un 93.5 %, pero se observaron falsos positivos en el caso

de C, krusei.

* REDUCCION DE SALES DE TETFAZOLIO (TTC)

Esta prueba es un excelentz complemento para la
tipificacion del género <Candida. Supers =2l zimogrsma, ya
que requiere wuna menor cantidad de wmedio., menor tiempo de
preparacién vy el riesgo de contaminacitn es minimo. Dekido a

esto basta con determinar tubos germinativos,
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clamidoconidioz y reouecion de sales de tenrzzolim (TTCH,

para identificar una especie dadz,

RESISTENCIA A DIFERENTES pr's.

Trujillo A, £32y, sugiric qus2 solamente ¢, albicans
sobrevive a un pH de Z.5. Al llevar a <2abm esta tecnica
obtuvimos resuitedos que nn Siguen ningun patron logice y

que por consiguiente no llevan & ninguna coneclusion.
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CORRELACION DE LOS AGENTES ETIOLOGICOS AISLADOS DE ACUERDO A

LA TOPOGRAF!A CLINICA ¥ AL SEXO.

En este estudio c¢bservamos un ruerte predominio de

€. malbicans sobre 125 demas especlies (/2,0 %), lo cual
coincide can los datos reportados en ia bibliogratia
congultada (3, Aunque algunes autores reportan hasta un

8% %. esto puede deberse tanto 8 que ei numero de muestras
mane iadas sea menor al utilizedo en el presente trabajo + al
aumentar el numero de muestras la proporcion de ¢. slbicans
disminuyes, como a uns tipificacian equivocada.

La topograria clinica estudiads demostré la preferencia
de 2ste microorgenismo por laa mucogas, principaimente el
tracto gastrointestinal que abarca el 71 % del totsl de los
Grganos afectados,

Las muestras provenientes de paclentes post-mortem
demuestran que Candida sp puede afectar a niveles profundos,
incluso estomago. cuande se trata de enfermedades
hematologicas (leucemias y Iinfomas) que generan
inmunodepresion. Muchos sputores seralan !a {mposibilidad de
que Candida sp parasite estomago debido al pH tan acido que
prfesenta, ﬁero este estudi{o demuestrz Gue ecvto no depende

de! pH sino aquizas del sistema inmune.
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Con respecto al sexo, los datos obtenidos muestran que
todas las especies aisladas de Candida atectan tanto a

hombres como a mujeres en {gual proporcién.



CONCLUS I ONES

ESTA TESIS NO DEBE
SALIR DE LA BIBLIOTECA
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CONCLUS {ONES

-~ Los mejores medios de primoalsiamiento para el genero
Candida, son el Sabouraud y el Biggy.

- Eil mejor medio para la induccliédn de tubos germinativos es
el suero humano con valores normales; un medio de elecclan
que ofrece resultados O6ptimos es una solucion de glucosa al
0.05 % que resulta mas barato y su composicitn es conocida,
- Para la formacidn de clamidoconidios el medio que resulta
mas practico y confiable, es el de harina de maiz t(corn meal
sgar), adicionado de Tween B8O al 1 %.

~ La prueba de reduccién de sales de tetrazolio (TTCy, &8 un
excelente complemento para la tipiticacién del ge@nero
Candida, que podria utilizarse en un iaboratorio de rutins
en lugar del zimograma.

- La pruebs de resistencia a diferentes pH's no aporto

ningén dato que facilite la tipificacion.

- Para wuna tipificacién practica y conrfiable dei génsro
Candida, basta con observar la tormacion de tubos

germinativos en una solucién de glucosa at 0,05 X%, 1
formacion de ctamidoconidios en o) medic harina de maiz
(ecorn meal sagar) - Tween 80 al 1M, y la reduccion ce ssles

de tetrazolio (TTC).
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