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RESUMEN

La conservacidn de organismos en Microbiologia por periodos prolongados
de tiempo presenta para las diversas {instituciones educativas o del sector
salud donde se realiza 1la elaboracién de antigenos, problemas en la mayorfa
de los casos, debido a que los organismos presentan alteraciones morfoldgicas *
o fisioldgicas.

Tradicionalmente la preparacidn de antigenos se ha realfzado con cepas que
presentan morfologia tipica. E1 propdsito del presente trabajo es comparar
Ta eficiencia de Tos tres métodos de conservacién de cepas que a continuacion
se mencionan: en agua destilada, en aceite mineral y en refrigeracidn a 4° C.

Los organismos en estudio son 12 cepas de Candida albicans conservadas durante
7 afos, en cada uno de los m&todos mencionados.

La elaboracién de antfgenos (Candidina), se realizg a partir de la seleccidn
de cepas que mostraron morfologia tipica y rugosa. La actividad de ambos
antTgenos fue valorada por pruebas intradérmicas en un grupo de voluntarios.
Ast mismo se determind si dichas alteraciones influyen en la actividad de
antfgenos para las pruebas intradérmicas.



INTRODUCCION

Candida albicans (Robin) Berkhout 1853 es un hongo levaduriforme que
constituye parte de la flora normal del tubo digestivo de casi todos los
mamiferos, incluyendo el hombre y aves (4,28). En el organismo humano, penetra
en los primeros dfas del nacimiento y tiene como habitat natural el tubo
digestivo y las regiones mucocutdneas (13,28,30).

Bajo determinadas condiciones esta levadura adquiere patogenicidad, y puede
causar trastornos que van desde infecciones superficiales autolimitadas, hasta
enfermedades sistémicas serias (27).

En la actualidad el género Candida, agrupa 81 especies de hongos
levaduriformes y se ha considerado a C. albicans como la especie mis importante
del punto de vista médico. (10,12,19).

La morfologia tipica del hongo en Agar Sabouraud Dextrosa consiste en colonias
blancas o cremas de aspecto hiimedo y consistencia blanda, con olor caracteristico
a levadura.

La imagen microscépica revela al inicio del desarrollo células unicelulares
hialinas de forma esférica u oval de 2.5 a 4 um de didmetro, que se reproducen
por gemacibn, con formacidn posterior de pseudomicelio e hifas poco
desarrolladas, esta caracterfstica varia dependiendo de el medio de cultivo
usado y la cantidad de oxigeno (8). Forma tubo germinativo cuando se cultiva
en suero humano o alblmina de hueve a 37° C, en un lapso de 2 a 3 horas (28).
En agar harina de mafz tween 80 azu) de tripano a temperaturas de 21 a 25°C,
durante 72 horas, C. albicans preduce clamidoconidias que miden entre 8 a
12 um de difimetro y pueden ser tevminales o intercalares (6,11}.



Las propiedades fisiol6gicas comprenden la exploracidn del metabolismo
oxidativo y fermentativo, donde cada especie muestra un comportamiento particular
(3,20).

E1 patrdn bioquimico para Candida albicans se muestra en el cuadro 1.



CUADRO 1

REACCIONES DE ASIMILACION Y FERMENTACION DE
Candida albicans

ASIMILACTON

4] Ma Sa La Me Ce In Xy Ra Tr Du Ga
+ + + - - - - + - +

FERMENTACION

[¢}] Ha Sa La Ga Tr.

AG AG - - AG AG
NOTA:
61 = Glucosa La = Lactosa Ce = Celobiosa Ra = Rafinosa
Ma = Maltosa Ga = Galactosa In = Inositel Tr = Trealosa
Sa = Sacarosa Me = Melobiosa ¥Yx = Xylosa Du = Bulcitol

+ = Reaccidn Positiva, En asimilacién indica desarrello con vire del indicador.
~ = Prueba negativa sin vire del indicador,
AG = Reaccidn positiva. En fermentacidn indica produccién de gas con vire del
indicador.
Fuente: (Ballows, 1981).



Los cultivos de referencia en el drea de micologfa médica tienen ur valor
muy importante, ya que son herramienta para diferentes actividades como son
la enseflanza, investigacién y produccion de antigenos. En estas actividades
las micotecas juegan un papel importante porque conservan practicamente en
su totalidad los hongos y actinomicetos pat&genos de importancia médica.

La conservacibn de cepas en el taboratorio implica varias dificultades debido
a que lo medios de cultivo se deshidratan en poco tiempo y es necesario realizar
transferencias periédicas para mantener la viabilidad de los cultivos. Estas
actividades resuTtan laboriosas por el consumo de tiempo, material y medios
nutritives; asimismo, existen factores que afectan el crecimiento y 1las
caracteristicas de los cultivos como son el contenido nutritivo del medio, la
cantidad de medic en las placas, el pH, el grado de hidratacién y la aereacidn
(22,25,31).

Los resultados observados en diferentes investigaciones demuestran que el
comportamiento de cepas que se tienen conservadas en el laboratorio presentan
varfacfones cuando se comparan con aislamientos recientes. Las alteraciones
mis frecuentes son, el pleomorfismo, la contaminacién por bacterias, &caros,
levaduras y otros hongos filamentosos (28).

Las primeras observaciones realizadas por Castellani, Gracia y Araujo, por
el método de conservacitn en agua dest{lada demostraron que C. albicans presenta
viabilidad del 100% y variaciones morfoldgicas minimas cuande se conservan
por este método durante dos afios. (7,16). Publicaciones posteriores incluyen
estudios de cepas con tiempos de conservacifn mis amplios {de 5 a 10 afos),
y realizan la observacién de las caracteristicas fisioldgicas mediante pruebas
biequimicas (21,33).

Los trabajos consultados para el estudio de las cepas por el método de aceite
mineral, presentan solamente observaciones de viabilidad -y morfologTa
macroscdpica par periodos cortos de tiempo (hasta 2 aflos), (1,6).



€n investigaciones posteriores, se ha encontrado que la especie presenta
variaciones importantes en su morfologla (22,29,31 y 32), pero se desconoce
si existen alteraciones en sus propiedades fisiolbgicas.

Dichas varlaciones merfoldgicas no se han tomado en cuenta en la preparacidn
de antfgenos para reactividad cutinea (candidina), de ahi el interés de conacer
las variaciones que se presentan al conservar €. albicans en aceite mineral
estéril, agua destilada y en refrigeraciGn, y si estas alteraciones influyen
o no en la actividad de los antfgenos para intradermorreaccidn.
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OBJETIVOS

Determinar la viabilidad de los diferentes aislamientos de Candida albicans
conservados en aceite mineral y agua destilada durante siete afos.

Conocer las alteraciones morfoldgicas y fisialdgicas que presenta ¢. albicans
por los métodos de conservaci6n en aceite mineral, -agua- destilada y
refrigeracidn a 4° C.

Valorar 1a actividad de candidina preparada de cultivos con morfologia tipica
y pleomérfica, en un grupo de voluntarios.

Determinar si las alteraciones morfoldgicas y fisioldgicas de Candida albicans
influyen en la producci6n de antigenos para intradermorreaccisn {candidina).



MATERIAL Y METODOS

E1 trabajo comprende el estudio de 12 cultivos de Candida albicans aislados
de pacientes que asistieron al INDRE (Instituto Nacional de Diagndstico y
Referencia Epidemiolfgicos) en el periodo de 1948 a 1982. Dichas cepas fueron
resembradas periGdicamente y conservadas en tubos de ensaye de 15 x 150 mm con
medio fresco de Agar Sabouraud Dextrosa a temperaturas de refrigeracibn 4°C
hasta 1982. A partir de esta fecha, se realizaron también réplicas de los
cultivos para conservarlos en acefte mineral y agua destilada asT como también
se conservaren a temperaturas de refrigeracidén a 4°C.

Paralelamente, se incluyeron 7 cepas aisladas en 1989 como cultivos de
referencia, para el estudio de las caracteristicas morfolégicas y Tisiolbgicas
tiplcas de esta especie. La tabla 1 deseribe el niimero de registro de los
cultivos como se encuentran en el INDRE, con la fecha de aislamiento y su
determinacidn taxondmica.

a) DETERMINACION DE LA VIABILIDAD EN AGUA DESTILADA Y ACEITE MINERAL.

Las cepas conservadas por ambos m&todos, fueron resembradas en medio fresco
de Agar Sabouraud BDextrosa, transfiriendo wuna pequeda porcidn de cultivo e
incubando Tos tubos a 28°C. Las evaluaciones del desarroilo se realizaron como
miximo a 1los 7 dfas y los tubos negativos (ausencia de desarrollo), se
resembraron para confirmar dichas observaciones.



TABLA 1

NUMERO DE REGISTRO, FECHA DE AISLAMIENTO Y DETERMINACION TAXONOMICA DE LOS
CULTIVOS DE Candida albicana.

Nimero de Fecha de Determinacibn

registro aislamiento taxonémica
2001 12-07-48 Candida albicane
2031 03-03-65 " *
2033 04-03-67 " N
2034 20-07-73 " "
2036 04-08-68 " "
2037 ) 06-10-68 i "
2052 22-10-74 " "
2053 22-10-74 " N
2058 . 30-03-77 " "
2059 08-03-76 " N
2065 05-09-78 ° N
2066 19-04-82 " "
2067* 25-07-89 " "
2068* 19-07-89 " "
2069* 31-07-89 i "
2070% 29-07-89 " "
2071* 11-07-89 " "
2072* 17-07-89 " "
2073% 30-08-8% " "

NOTA: * Indica cepas wutilizadas como referencia de las caracterfsticas
morfolégicas y fisiolbgicas tipicas de esta especie.



b) MORFOLOGIA MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA.

Con respecto a la morfologfa macroscbpica se revisaron las caracteristicas
de color, consistencia y superficie. La morfologia microscipica se estudid
a través de preparaciones en fresco tomadas directamente de 1los cultivos,
atendiendo la presencia de levaduras con blastoconidias, pseudomicelie y micelio
septado, E1 procedimiento se realizd dos ocasiomes.

c) PRODUCCION DE TUBO GERMINATIVO.

La prueba fue realizada por duplicado inoculando cada uno de los cultives
con 0.5 ml de suero humano, homogeneizado en un rotor mecinico e incubando
por dos horas a 37°C. Al término de 1a incubacidn fueron realizadas preparaciones
en fresco, deposttando una gota de suspensidn y se revisd su morfologia
microschpica.

La protongacién del citoplasma adoptando el aspecto de un tubo fue indicativo
de una prueba positiva, mientras que la presencia de cé&lulas esféricas solas
o con blastoconidias fue considerada como una prueba negativa.

d) FORMACION DE MICELIO O CLAMIDOCONIDIAS.

El medio de cultivo utilizado fue el Agar Harina de Majz Tween 80 Azul de
Tripano, Las placas con este medio se dividieron en cuatro partes y en cada
regidn se sembrd um cultivo con dos estrfas paralelas separadas a una distancia
aproximada de 1 cm. Posteriormente se cubrieron con un cubrecbjetos, ejerciendo
pequefa presitn sobre el agar, efecto que reduce la tensidn de oxigeno. Los
medios se incubaron a 28°C durante 4 dias. E1 procedimiento se realizd por
duplicado.

Las lecturas se realizaron a partir de las 48 horas, observando directamente
el cubreobjetos con el microscopio 6Gptico en cada cultivo. La presencia de
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hifas septadas ramificadas indicd la produccibn de micelio, y la presencia
de células esféricas de pared gruesa intercalares, laterales o terminales de
clamidoconidias.

e) PRUEBAS BIOQUIMICAS
e-1) METABOLISMO OXIDATIVO

E1 medio Base de de Asimilaciln de Carbohidratos utilizado fue el Calde
Sabouraud, modificande la concentracidn del 1% al 0.5% de peptona y variando
la fuente de carbono de acuerdo al patrdn bjcquimico de los azlicares descritos
para esta especie (3). El medio fue distribuido en tubos de ensaye de 10 x
130 mt con pipetas estériles de 10 mi. en cantidades de 4.5 ml en cada tubo,
y esterilizado a 121°C durante 15 minutos. Los tubos fueron sometidos a prueba
de esterilidad incubando el medio a 37°C durante 48 horas.

Posteriormente, bajo condiciones de esterilidad, a cada tubo le fue agregado
con una pipeta milimdtrica de 5 mi, 0.5 ml. de cada uno de los carbohidratos,
previamente esterilizados en filtracidn y preparados a una concentracifn final
de 2%. Los carbohidratos utilizados fueron: glucosa, maltosa, tactosa, galactosa,
inosito}, rafinosa y sacarosa. ' ‘

Cada Jote de tubos ya sembrado fue 1incubado con su tubo control
correspondiente a 28°C durante 7 dfas, realizindese observaciones a partir de
las 48 horas, E1 procedimiento se realizd por duplicado, las pruebas positivas
correspondieren a) viraje del indicador del medio {azul de bromotimol}, a el
calor amarillo.

e-2) METASOLISMD FERMENTATIVO.
Fue utilizado el m&todo propuesto por Durham (3,9), con el Medio Base de

Caldo Rojo Fenol en cantidad de 4.5 ml, contenidos en tubos de ensaye de 10

1n



X 130 mm, y esterilizado a 121°C durante 15 minutos, los carbohidratos estudiades
fuercn: glucosa, maltosa, sacarosa y lactosa. Cada uno de los aziicares fue
agregado en cantidad de 0.5 ml con pipetas estériles a los tubos con el Medio
Base para dar una concentracién final del aziicar al 2%.

Los tubos sembrados fueron incubados a 28°C durante 7 dfas, y las lecturas
fueron revisadas a partir de las 48 horas. Las pruebas positivas correspondieron
a el viraje del indicador del medio del color rojo a amarillo y a Ta produccidn
de gas,. que se observé en el tubo invertide en el medio de cultivo. EIT
procedimiento se realizé por duplicado.

) ANTIGENOS PARA INTRADERMORREACCION. (CANDIDINA).

Fueron separados dos antigenos en suspensién celular de acuerdo a las
indicaciones por Conant y colaboradores {9). En el primero, (Lote 1) se
seleccionaron tres cepas con superficie 1isa, {2034 Agua, 2036 Agua, 2037 Agua)
y en el segundo (Lote 2), tres cepas con superficie rugosa, (2033 Refrigeracifn,
2052 Aceite, 2053 Aceite).

Cada cepa fue sembrada en tubos con Agar Sabouraud Dextrosa e incubada a
37°C durante 48 horas.

Posteriormente, por separado el crecimiento de las cepas con superficie
lisa y rugosa fue transferido a matraces Erlenmeyer, utilizando para desprender
el crecimiento solucién salina fisioldgica estéril, y ajustada la concentracibn
de c&lulas al tubo No. 5 del Nefelémetro de Mcfarland's, equivalente a uma
concentracitn aproximada de 15 x 10" células/ml.

Los matraces fueron colocados en Bafo Marfa a 60°C durante una hora, por
dos ocasiones. Posteriormente de cada matraz fueron tomadas alicuotas de 2 mi,
para sembrar 5 tubos en Agar Sabouraud por cada lote y se incubd a 37°C durante
48 horas.,



La ausencia de desarrollo en los tubos fue indicativo de que las células
levaduriformes no eran viables.

Asimismo fuercn sembrados también alicuotas de 2 ml. en 5 tubos de ensaye
de 15 x 150 mm con Caldo Soya Tripticasa y en 5 tubos de Caldo Tioglicolato
para descartar contaminacion bacteriana del antigeno. Por @#itimo se procedid
a envasar en antigeno en viates de 2 mt! y 5 ml en condiciones de esterilidad.

g) APLICACION DE INTRADERMOREACCION EN VOLUNTARIOS.

Los antigenos fueron aplicados por via intradérmica en cantidad de 0.1 ml.
en la porcidn media del antebrazo de 52 voluntarios tomados al azar, En la
parte superior del antebrazo fue aplicado el antigeno de las cepas de superficie
1isa, mientras que en la parte inferior del mismo fue administrado el antigeno
de las cepas rugosas.

La lectura fue realizada a las 48 horas, la presencia de induracidn igual
a 5mm o mayor correspondid a una prueba positiva, mientras que la ausencia
de reaccibn o induracién menor de 5 mm fue indicativo de una prueba negativa
(19).
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RESULTADOS

a) VIABILIDAD DE LAS CEPAS DE C.albicana, CONSERVADAS EN ACEITE MINERAL
Y AGUA DESTILADA DURANTE 7 AROS.

En las tablas 2 y 3 se presentan los resultados obtenidos. E1 total de las
cepas por los dos métodos presenta una viabilidad del 100%. E1 crecimiento
de las cepas fue franco y todas las cepas exhibieron desarroilo a l1a primera
resiembra.

b) CEPAS CONSERVADAS EN ACEITE MINERAL.
MORFOLOGIA COLONIAL.

Del total de 12 cepas que se mantuvieron por este método, 8 presentaron
alteraciones importantes en su morfologfa colonial, en donde 7Ja superficie
fue rugosa o pleombrfica. E1 color de la colonia fue crema y la consistencia
blanda (Tabla 2). E1 resto de las cepas {cuatro) reveld colonias de superficie
Tisa con morfologia tfpica del hongo. Las cepas se conservaron a temperatura
ambiente.

MORFOLOGIA MICROSCOPICA,

La observacidon microscSpica de las cepas rugosas raveld la presencia de células
levaduriformes, con predominio de pseudomicelio mientras que las cepas con
superficie 1isa revelaron sdlo presencia de células esféricas con blastoconidias.
La formacidn de micelio en Agar Harina de Mafz Tween 80 Azl de Tripano y en
Agar Sabouraud Dextrosa ocurrid en 11 de las 12 cepas, mientras que una cepa
no mostraba presencia de pseudomicelio.
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TABLA 2

YIABILIDAD Y MORFOLOGIA MACROSBCOPICA Y
MICROSCOPICA DE C. albicans CONSERVADA
POR EL METODO DE ACEITE MINERAL.

Mo. DE  VIABILIDD & WORFDLOGIR WORFOLOGIS  NICROSCOPICA
REGISTRD  LDS 7 tHOS COLONTAL uiceLto PSEUBMICELIO  TURO CLANIDOLIRIDIAS
o a0 GERMINATIVD
“2001 + PLEONORFICR + ¢ - -
2031 . TIPIC - ' . +
2023 + PLEOHORFTER + - ' +
2034 + TIPICA ¢ ¢ - +
2036 ¢ TIPICH ¢ ‘ ¢ -
2037 ¢ PLEONORFICA + ! ‘ -
2052 ¢ PLEDHORFICA + + - +
2053 ¢ PLEONORF1CA + + ' +
205 + PLEONORFICA + + + +
7859 + PLEONORFICA ¢ ¢ + -
2065 ¢ TIPLCA ' + ' +
2066 . PLEDNORF1CA + + . -
HoTAs €4 PRESENTE
- AUSENTE
ann AGHR HARINA OF MWATZ THEEW 88 6202 DE TRIPAKD
) AGAR SABOURAUD DEXTROSA
TIPICR MORFOLOSIA COLOKIAL DE SUPERFICIE LISA

PLEONORFICA  NORFOLOGIR COLOK[AL OE SUPERFICIE RUSCSA




€1 tubc germinativo se desarrol1d favorablemente en el suero humano, en
9 de las 12 cepas, mientras que las clamidoconidias se formaron en 7 cepas.

c) CEPAS CONSERVADAS EN AGUA DESTILADA.
MORFOLOGIA COLONIAL.

Las cepas conservadas en agua destilada son las que presentan las
caracteristicas mds estables en cuanto a 1a morfologfa colonial tipica, 12 que
se observd en 8 de las 12 cepas, mientras que cuatro exhibieron pleomorfismo
las cepas se canservaron a temperatura ambiente (Tabla 3).

MORFOLOGIA MICROSCOPICA.

Las colonias de superficie T1isa revelan cé&lulas Tevaduriformes de forma
oval o esférica con presencia de blastoconidias. Las cepas con morfologia rugosa
presentan ademis abundante pseudomicelio. Todas formaron micelio en Agar Harina
de Maiz Tween 80 AzG1 de Tripano. Todas las cepas revelaron formacién de tubo
germinativo y con respecto a la produccién de clamidoconidias, s8lo dos cepas.
no produjeron estas cé&lulas.

d) CEPAS CONSERVADAS EN REFRIGERACION A 4°C,
MORFOLOGIA COLONIAL.
Las cepas conservadas en refrigeracidn, tuvieron como substrato el medio
de Agar Sabouraud Dextrosa y al igual que en las cepas conservadas en aceite

mineral, presentan variaciones importantes en su morfologia colonial. De las
12 cepas, 7 presentaron pleomorfismo. ’
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TABLA 3

VIABILIDAD Y MORFOLOGIA MACROSCOPICA Y
MICROSCOPICA DE C. albicans CONSERVADA
POR EL METODO DE AGUA DESTILADA.

Ho. BE malmgl (] WIRFOLOGIA MGRFOLOATA HICROSCOPICH
REGISTRD 105 7 ANDS COLONTAL HlCEsll) I’SEUM{CELID (L1} CLAMIDOCONIDIAS
(L] hsd GERMINATIVNG

2081 + PLEOMORFICA + - + +
203t + TEPICA + ¢ ¢ +
203 + PLEGHORFICA + - t +
2034 + TIPICA + + + +
2036 + TIFICA + + + +
2837 + TIFICA + + + -
2032 + TIPICR + - + +
2053 + TIPICA + + 4 +
2036 t TIPICA + + + +
2839 ¢ PLEOMORFICA + + ¢ +
2063 ¢ TIPICA + + + *
2066 + PLEOMORFICA + + ¢ -
NGTR: (+) PRESENTE

(-)u AUSENTE

RHH* AGAR HARIHA DE KAIZ THEEN 83 AZUL DE TRIPANO

Asd AGAR SABOURAUD DEXTROSR

TIPICA HORFOLOGIA COLOKIAL DE SUPERFICIE LISA

PLEONORFICR  NMORFOLOGIA COLONIAL DE SUPERFICIE RUGOSA




MORFOLOGIA MICROSCOPICA.

Las observaciones microschpicas tanto de 1las cepas con morfologfa rugosa
y Tlisa son similares a las descritas en los métodos de agua destilada y aceite
mineral. Las clamidoconidias se Formaron en refrigeracién, en s6lo el 50% de
las cepas (seis). E1 micelio se produjo en diez cepas pero el comportamiento
varfa en Agar Harina de Majz Tween 80 Az01 de Tripano. E1 tubo germinativo
se formb en 9 cepas (TABLA 4).

e) CULTIVOS DE REFERENCIA. (AISLAMIENTOS RECIENTES)
MORFOLOGIA COLONIAL.

Las cepas recién atsladas delatan una morfologfa colenial tfpica, presentando
todas las colonias superficie lisa.

MORFOLOGIA MICROSCOPICA.
Los 7 cultivos revetaron al principio células levaduriformes esféricas con

presencia de blastoconidias. E1 micelio se produjo en los siete aislamientos,
asy como también hubo formacidén de tubo germinativo y clamidoconidias (TABLA 5).
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TABLA 4

MORFOLOGIA MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE
Cs albicans CONSERVADA £N REFRIGERACION

a a° c.
Wo. DE  UIGDILIOND A WORFOLDGIA WORFOLDIA  NICRSCOPICA
REGISTN 103 7 MNOB coLOMIL WicsL1o PREVIWICELID T CLANIBOCINIDIR
™ ™ GEMINATIVG

2001 + PLEQNORFICA + - - R
2831 ' TIPICH ' + ‘
2013 + PLEQHORFICA + + + +
2004 ' PLEONORFICA ' + ‘ ¢
2% . T1PICA ' - + '
2037 + PLEQNORFICA - + ¢ -
2052 + PLEONORFIA - + + -
2053 . 11P1CA ' + ‘ '
285 ¢ TIPICA ' ¢ - +
2089 ¢ T1PIEA + + + -
2083 + PLEONORFICA ¢ + ‘ -
2086 + PLEONORFICH + ' - .
Hotas (43 PRESENTE

-, AUSENTE

iy 460R HARINA OE KATZ THEEH 89 AZUL DE TRIPAHD

ASD A6AR SABOURAUD DEXTROSA

pics HGRFOLOGEA COLONIAL DE SUPERFICIE LISA

PLEONORFICA NORFOLOGIA COLONIAL OE SUPERFICIE RUBOSR




TABLA 5

CULTIVOS DE REFERENCIA DE C. albicans

DE AISLAMIENTO RECIENTE.

Ho. DE MORFOLOGIA MORFOLOGIA MICROSCOPICA
REGISTRO COLOMIAL nll:EL'l.n PSEUBONICELIO Tuea CLAMIDOCONIRIAS
Al (11 GERMINATIVO
1 TIPICA + + 4 +
2 TIPICH + 4 + +
3 TIPIEA . + + +
4 TIPICR + + + +
13 g ] + + + +
6 TIPICA . + + +
7 TIPICR * - + +
HotAY () PRESENTE

(-). AUSENTE

mm” AGAR HARINA DE XA1Z THEEW 4@ A2UL DE TRIPAND

Ash AGAR SABOURAUD DEXTROSA

TIPICA MORFOLOBIA COLOHIAL DE SUPERFICIE LISA
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RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS
CEPAS CONSERVADAS EN ACEITE MINERAL

Los resultados obtenidos se indican en la tabla 6. Existen diferencias con
el patrén tipico de fermentacidn de esta levadura. Referente a la glucosa s6lo
6 cepas produjeron gas, mientras una ni siquiera produje dcido. Una situacidn
similar ocurrid con ta maltosa, donde sblo 3 cepas produjeron gas y 2 cepas
no fermentaron el carbohidrato. Respecto a la sacarosa y lactesa, los datos
que se tienenson similares a Tos descritos en 12 literatura.

En relacifn a los azficares utilizados en asimilacibn, una cepa no asimild
Ta maltosa ni la galactosa y nc se observaron diferencias en la glucosa,
sacarosa, lactosa, inositol y rafinosa.

CEPAS CONSERVADAS EN AGUA DESTILADA

Los resultados obtenidos se indican en la tabla 7. Los datos son similares
a las cepas de aceite mineral, s6lo que las cepas que no habfan fermentado
la glucosa y maltosa (2001, 2052), en este caso si ocurrid la produccién de
icido y en una de las dos cepas (2001) hubo formacidn de gas. Esta dltima
caracterfstica se 1incrementé en estas cepas donde 7 de ellas lo formaron tanto
en glucosa como en maltosa. E1 resto de las reacciones fue similar en sacarosa
¥ lactosa.

En asimilacién las reacciones en general fueron similares a las descritas

en teorfa, $610 que en la galactosa J cepas (2034, 2036, 2052) fueron positivos
débiles.
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TABLA 6

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS
DE CEPAS PE C. albicans CONSERVADAS EN
ACEITE MINERAL.

No. OE FERMENTACION ASINILACION
REGISTRO al HA Sk L a 1] ] LA [+ ]
2801 K K - K + + + - +
283 LY A - K + + t - +
2033 L] L} - K + + + - +
2034 [] L] - K + + + - L
2036 [ L] - K + + + - +
2037 ] ] - K + + + - +
20%2 L K - K + - + - -
2053 L] [] - K + + +- - +
2836 ] A - K ¢ + + - +
2059 L4 L] - K + + ¢ - +

2063 [] [] - K + + t - +
2066 [] ] - X + + + - +
NOTA!
(AG) PRUEBA POSITIVA COM VIRE {4)  FORMACION DE RCIDO
PEL INDICADOR ¥ FORMACION =)  MEGATIVO
BE ACINO SOLO O COM GAS ) POSITIN

(#/-) POSIT EBIL
€K)  PRUEBA MEGATIVA COM VIRE FOSITIVD BESI

DEL IMPICADOR PERC SIN
FOMACION DE ACIDG O GRS
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TABLA 7

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS
DE CEPAS DE C. albhicans GONSERVADAS EN
AGUA DESTILADA.

Ho. DE FERMENTACION ASINILACION
REGISTRO a Na L] L oL na SA LA an
2881 L] L] - K + + + - +
2831 [} L] - X + + + - +
2093 [} A - K + + + - +
2834 L] L - K t + - - -
2036 L] R - X + + - - LA
2037 a 4a - K + + + - +
20%2 L] L} = K + + ¢ - -
2033 a G - K + + + - +
2096 LY (Y - K + ¢ - - +
2059 A L] - K + + + - +
2065 [} L] - K ¢ + ¢ - +
2866 L] L] - K + + + - +

L 4]
{AG)  PRUEBA POSITIVA COM VIRE (R)  FORMACION BE ACIDG
DEL INDICASOR ¥ FORMAZION (-) NEGATIWO
DE ACIDO SOLD O COM QA3 {(#) PoSITIW

/=
() PRUERA NEGATIVA TOM VIRE (/=) PosITIO DERIL

DEL IMDICADOR PCRO SIN
FORNACION DE ACTRO O GAS
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CEPAS CONSERVADAS EN REFRIGERACION A 4°C.

Los resultades obtenidos se indican en la Tabla 8, En estas cepas existen
mayores diferencias. La formaci6n de gas en glucosa ocurrif sblo en cuatro
cepas, y en produccitn de &cido dos cepas fueron positivas débiles y una fue
negativa. En maltosa cinco cepas formaron gas y una fue negativa. En sacarosa
y Tactosa no hubo cambios de importancia,

En Tlas pruebas de asimilacién en glucosa, maltosa, sacarosa y galactosa
hubo presencia de reacciones positivas débiles y negativas en unas cuantas
cepas. En lactosa, rafinosa e inositel no ocurrieron cambios.

CULTIVOS DE REFERENCIA {CEPAS RECIEN AISLADAS)

Los resultados obtenidos se indican en l1a tabla 9. En este grupo de cepas
las reacciones fueron muy similares a las descritas en el modelo bioquimice
carateristico de esta levadura, La formacidn de gas ocurrié en la mayorfa de
las cepas tanto en maltosa (6 de 7) como en glucosa (6 de 7). En el resto de
los azlcares, por fermentacién y también por asimilacién los resultados no
presentaron variacién alguna con los datos descritos en 1a literatura.
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TABLA &

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS
DE GEPAS DE C. albicans CONSERYADAS EN

REFRIGERACION A 400.

Noo BE FEMENTACION ASINILACION
REQISTRO aQL ] £A La Gt [ k1] LA L]
2001 f 13 - K + + + - ¢
2831 [ [] - K ¢ + + - +
2033 - f - K 4 + 4 - +
2034 - - - K + + 4 - .
2836 - [ - K - + 4/~ - +
2037 [} ] - K + + 4 - +
2852 [} ] - 1 4 +/- - + - -
2052 M ] - .4 ¢ + - - +
2056 (] (4] - X ¢ + - - 4=
2859 [] (] - X + + + - +
208% L] L] - X + + + - +
2066 R [ - K + + + - I3

NOTA: )
(kY  TRUEBA POSIYIVA CON VIRE {R)  FORMACION BE AC100
OEL INDICADOR ¥ FORMACION (=) MEGATIVO
BE ACloD SOLO O COM GAS {9 POSITIVO

+/= S1T100 DEB;
(K)  PRUEBA MEGATIVA CON VIRE (/71 FOSITID DEBIL

OEL INDICADOR PERD SIN
FOMMACTION OE ACICO D GAS

25




TABLA 9

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LOS

CULTIVOS DE REFERENCIA DE G. albicans

€ CEPAS RECIEN AISLADAS >

Ho. b€ FERNENTACION ASIMILACIOH
REGISTAG a " s W G M Sh LA G W
2801 " a - X D
289 ' a - X T L
203 - A - K + + - + - -
2034 - - - X T
283 ¥- 8 - K .
2837 0 " - X TS S S
2082 " o - X w- - e e
2083 ~ " - X vy e - e e .
2086 o a - K T Y
2059 ’ " - K S S
2063 " " - K T .
2086 8 8 - K L T S
HOTA:
(M) PAUEGA POSETIVA COM VIRE () FORMACION DE ACIOO
BEL IWDICASOR ¥ FORACION ) HEGATIN
0E ACIDO SOLD B CON 045 &) POSITIV
Y PRUERN KEGATIVA CON VIRE (/=) POSITIVO BEeiL

DEL INDICADOR PERO SIN
FORMACLON OE 4CI00 O GRS
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INTRADERMORREACCIONES CON CANDIDINA

Los resultados obtenidos se indican en las tablas 10 y 11. las reacciones
cuténeas exhibieron gran variabilidad. Es de interés sefalar el porcentaje
elevado de reactores positivos a ambos antfgenos, De los 52 voluntarios en
total, 42 fueron, reactores positivos y 10 negativos con el antigeno preparado
de cepas lisas, mientras que en el antigeno de cepas rugosas ocurrieron 48
reactores positivos y 4 negativos.

La diferencia de reactores negativos parece tener significado, mientras
que con el antigeno de cepas lisas ocurrian 10 casos negativos, con el antigeno
de cepas rugosas sblo se presentaron 4 casos negativos. De los casos positives
con ambos antigenos, 22 de ellos exhibieron difmetro de induracién muy similares,
mientras que 10 casos con cada antigeno presentaron diferencias significativas
de 5 mm o mds en el mismo voluntario.

También es de interés sefialar que 3 casos positivos con el antigeno de cepas
rugosas no exhibieron ninguna respuestaz con el antigeno de cepas lisas; mientras
que con este {iltimo antfgeno un paciente positivo no reveld respuesta alguna
con el antfgemo de cepas rugosas., Se presentd, el caso de dos infantes (de
5 y 9 aflos respectivamente), que no respondieren para ningin antigeno.
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TABLA 10

RESULTADOBS DE REACCIONES INTRADERMICAS CON CANDIDINA

A PARTIR DE CEPAS LISBAS C(LOTE 13> Y CEPAS RUGOSAS

C<LOTE 2>
NORERE (10 101€ 1 LOTE 2
CIMICIMLES) wom CINOURACION IN m, ) (INFURACION EN om,)

1.~ JPA 27 S 3
2.~ FRO 29 i 13
- N1 20 12 k]
4.~ YNF 25 12 14
S« LPs 44 17 24
6= S6P 18 16 L]
7. 68 LX) 1] 8
8.- P8 a 3 3
9= P 49 16 ]
10~ nws 32 10 i
LITL I ) 3 7 ]
2.~ Lmap L1 2 20
13.- SR H kL] 15
. M4 By $ - -
15.-  JAP 33 19 15
16~ RaP 3% 1) 7
17~ Jap k[ ] [ -
18~ IR 3 ] 18
19.-  PYOF 7 19 18
20,~ LW 25 13 14
- EPN [1] 19 L}
.- NS 50 1" 19
23,-  MeF 1 12 8
24,-  FPM 34 17 1]
25.- M k1] 2 ]
26,- AW 4@ & kL]
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TABLA 10

RESULTADOS DE REACCIONES XNTRADERMICAS CON CANDIDINA

A PARTIR DE CEPAS LIBAS (LOTE 1> Y CEPAE RUGOSAS

CLOTE 2>
NONZRE oMb LOTE | \0TE 2
CINICIALES) (wos) CINDURACION EH ma. ) CINDURACION EN )

7.~ iR ® " 2
2.~ 66N 3 13 19
29.- 66D @ ! 19
8,~- 11 49 1] 26
- HLET F] 3 3
2.~  EWR K 3 5
X IO 35 s 9
M- Cep 2 ¢ 8
M- JLAP % 2 22
3.~  BOR 2 ) 25
EY R 18 - -
9.~ 8BR 1 10 8
90 EMN il - 10
.- R ) 4 H
- H) 2 10
a2.- M 13 - 5
43,- M 25 28 %
4a,- 185 2 10 12
5. aw 2 b 2
4%~ ME i) 19 %
.- EER 2 3 1]
48,- L% ] 65 té 18
49, EAP a7 18 )
.- T8 2 18 17
Si- ap 2% 4 3
$2,- LB 2% 2 £

KOTA:1(~) AUSEMCIA DE REACCION.
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. DISCUSION

Las doce cepas de C. albicana conservadas por 7 afios en el método de agua
destilada y aceite mineral, exhibieron un porcentaje de viabilidad del 100%.
Estas observaciones son similares a las citadas en la literatura, sblo que
en dichos trabajos se ha incluido un nlmero reducido de aislamientos de la
especie y las cepas se han conservado por periodos cortos de tiempo.

En aceite mineral las cepas se han mantenido por periodos de 1 a 2 afios
con 1 a 9 ejemplares de C. albicans, (1,6), y en agua destilada el tiempo de
conservacifn varfa en las diferentes publicaciones de 1 hasta 10 ai\ns',' con
1 hasta 15 ejemplares de la eépecie en estudio. (7,16,21,33).

E1 fenbmeno de variacién morfoldgica se ha citado por diferentes autores
en la literatura ({5}. Negroni en 1935 introduce el tdrmino de "cepas lisas"
para designar a el fenotipo normal con colonias de superficie lisa y de "cepas
rugosas” para el fenotipo pleombrfico. Esta designaci6n la usd Besta en 1938,
Langeren y Guerra en 1939 y Cavallero.

Posteriormente, en '1988, Rikkerink y colaboradores en sus investigaciones
observan que el fenotipo normal 1los constituyen cé&lulas esféricas y ovoides.
Y el fenotipo pleomdrfico lo constituyen c&lulas que pueden ser de Tongitud
y volumen celular mayor y con dos veces la masa de las células normales.

Las variaciones encontradas se han producido de manera espontdnea o han
sido inducidas. Tal es el caso de colonias atipicas con maltiples formas
coloniales que han sido descritas (29,31,32). Siendo producidos estos cambios
por modificaciones en la concentracidn de sustancias nutritivas, en la cantidad
de agar, por bajas dosis de rayos ultravicleta, o han sido inducides con
sustancias quimicas (24).
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Los resultados obtenidos demuestran que los aislamientos de ¢. albicans
presentan variaciones en los tres métodos de laboratorio utilizados para su
conservacifn. Los datos indican que el pleomorfismo se presenta en menor
frecuencia en Tlas cepas conservadas por el método de agua destilada, en donde
del total de 12 cepas, 4 resultaron pleombrficas. En el método de aceite mineral
y refrigeracion a 4°C se encontrd una mayor proporcibn de cepas que presentaron
este fendmeno, (8 y 7 cepas respectivamente).

La formacion de micelio, caracteristica fundamental del género presenta
pequefias variaciones y sélo en refrigeracién (a 4°C) y aceite mineral, algunas
cepas pierden l1a capacidad de formarlo en los medjos de cuitivo convencionales,

Una sftuacidn diferente ocurre en la formacidn del tubo germinative y
clamidoconidias, caracteristicas que se ven seriamente afectadas en 1a
conservacién de aceite mineral y refrigeracidn a 4°C, hecho que pricticamente
no ocurre en las cepas conservadas en agua destilada.

Por este método se obtuve un 100% de produccién en las caracteristicas de
micelio y tubo germinativo, asi como tambi&n la mayor produccién de
clamidoconidias.

Los cultivos de referencia revelan que las caracteristicas morfoidgicas
se mantienen estables por perfodos cortos de tiempo, realizando resiembras
peribdicas, hecho conocido desde hace mucho tiempo en 1a conservacibn de hongos
de importancia médica.

Los resultados de las pruebas bioquimicas demostraron que en general, Jas
cepas conservadas por los tres métodos exhibieron niveles bajos de fermentacidn.

E1 mayor nimero de cepas donde hubo fermentacisn fue por el método de agua

destilada con siete cepas para la glucosa y maltosa, continuando con el método
de aceite mineral en donde seis cepas fermentaron YJa glucosa y tres cepas la
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maltosa y por Gltimo el método de refrigeracién con cuatro cepas que fermentaron
la glucosa y cinco 1a maltosa. Con respecto a la sacarosa y la lactosa no parece
haber cambios en alguno de los tres métodos y los resultades obtenidos coinciden
con los descritos en la literatura.

Referente a 1las pruebas de asimilacién existen pequefios cambios pero
consideramos que preden tener importancia al seleccionar cepas para produccidén
de antfgenos. Los azflicares que presentan variaciones son glucosa, galactosa,
maltosa y sacarosa.

Algunas cepas pierden la capacidad de sintetizar las enzimas que hidrolizan
dichos substratos o los producen en pequefias cantidades originando reacciones
positivas débiles.

En el caso de lactosa, inosinol y rafinosa no se encontraron diferencias
bioquimicas, pero es importante sefialar que €. albicans carece de las enzimas
para hidrolizar estos substratos.

La interdermorreaccién con antfgeno de ¢. albicans (candidina), no tiene
en general, utilidad préctica en el diagndstico de Candidfasis, pues la reaccién
es positiva en un 60% de la poblacién sanma (11,19). Su utilidad es indirecta
y permite valorar la inmunidad celular tardfa de un individuo.

E1 antfgeno convencional (candidina) utilizado ha sido preparado con cepas
1isas. Los resultados cbtenidos en este trabajo son de bastante interés porque
con el antfgeno de cepas lisas hubo menor porcentaje de cases positivos (80%),
mientras que con el antfgeno de cepas rugosas ocurri mayor porcentaje de
casos positivos {92%).

Estos dates fueron inesperados, pues al utlizar cepas pleombrficas se esperaba

que el porcentaje de positivos fuera menor con este antfgeno, Existe también
gran variabilidad en la reactividad cutdnea con ambos antfgenos, 24 reactores
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positivos exhibieron diimetros mayores de induracifn con el antigeno de capas
lisas, mientras que 21, Yo revelaron con el antfgeno de cepas rugosas.

También es de interés sefialar que existen casos negativos {3) con el antfgeno
de cepas lisas, y que son positivos con el antfgeno de cepas rugosas.

Estos resultados sugieren que las alteraciones meorfoldgicas y fisiolfgicas
presentes en las cepas pleombrficas no influyen de manera determinante en la
preparacién de candidina para reactividad cutinea, aunque cabe aclarar que
el grupo de voluntarios se eligid al azar, independientemente de la edad y
del estado de salud.

Estas dos variables se refiejan en los resultados aqui obtenidos y muestran
un panorama general de la vespuesta de un grupo pequefic y heterogéneo de
individuos a la actividad de la candidina elaborada a partir de cepas lisas
¥y rugosas,
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CONCLUSIONES

El estudio surge de la necesidad de conocer a nivel comparativo la efectividad
de los mé&todos de conservacifn de agua destilada, aceite mineral y refrigeracidn
a 4°C, para C. albfcans.

Como resultado de trabajos anteriores se tenia conocimiento, de que 1los
tres métodos de conservacidn utilizados en la realizacibn de este trabajo,
restringen la actividad metabBlica de las cepas de €. albicans.

E1 mitodo de agua destilada a temperatura ambiente, es el que demostrd ser
el mis eficifente y recomendable para conservar las cepas de esta especie por
periodos de varios afles, manteniendo mds estables las caracteristicas
morfoldgicas y fisiolégicas tipicas de esta especie. Se confirmd que el método
es sencillo, econdmico y permite mantener grandes micotecas con poco esfuerzo
y en poco espacio.

El m&todo de refrigeracién a 4°C, es el que tradicionalmente se utiliza
para 1a conservacién de cepas en diversas instituciones. Es un mEtodo Gtil,
pero es necesario hacer resiembras perifdicas para mantener las cepas en buen
estado, reguiriéndose de manera constante de medios de cultivo fresco y de
personal especializado. Sin embargo es el recurso de los aqui estudiados que
mayor grado de plecmorfismo origina en la especie.

La morfologfa colonial de C. aibicang demostrd un elevado porcentaje de
pleomorfismo con el método de refrigeracifn a 4°C y aceite mineral, Aunque la
morfologfa microscSpica para ambos m&todos no resultd severamente dafiada, en
el aspecto fisioldgico si se encontraron alteraciones presentdndose de manera
mis acentuada en las pruebas de fermentacifn que en las de asimilacisn.

Se puede deducir que el método de acéite mineral, pierde su eficiencia al
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transcurrir varios aftos, como en el presente trabajo en donde las cepas se
mantuvieron durante siete afos por este método, observindose altos porcentajes
de pleomorfismo.

Con respecto a las reacciones intrad&rmicas cabe aclarar, que anteriormente
no se habfan utilizado cepas con variaciones morfelgicas para preparacidn
de antfgenos y no se habfa realizado 1a comparacifn' de reactividad de antfgenos
de cepas Tisas y rugosas.

La proporci6n aproximadamente similar de la reactividad positiva en las
pruebas {ntradérmicas para ambos lotes de cepas; 1isas y rugosas, demuestra
que las alteraciones morfolGgicas y fisiol8gicas observadas no influyen de
manera determinante por lo menos en la actividad de los antfgenos para
intradermorreaccitn.
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APENDICE

PREPARACION OE MEDIOS BDE CULTIVO

1. AGAR SABOURAUD DEXTROSA

Férmula aproximada en gramos por litro.

GIUCOSBaversorencnennns
Peptonacesieeseveianees
CAgar.a.eiee. aes
Agua destilada.eveceess

Suspender 65 g del medie deshidratado en un litro de agua destilada. Remojar
de 10 a 15 minutos. Mezclar bien hasta que se obtenga una suspencidn uniforme,

Calentar agitando frecuentemente y

hervir durante un minuto. Distribuir en

tubos de ensaye, sfete ml del medio, esterilizar a 118°C (no mis de 15 1bs.

de presidn) durante 15 minutos.

pH final 5.6% 0.2

2. AGAR HARINA DE MAIZ TWEEN 80 AZUL DE TRIPANO

Férmula aproximada en gramos

Harina de mafz......... 20.0
AGAT. . evrennnosnnnannas 10.0
Tween BDssescaansnnnans 5.0
Azul de Tripano en solu-

cifn al 0.5%....0c0nnn. 0.5 ml

En un matraz Erlenmeyer colocar el harina de mafz y agregar 500 ml de agua

destilada Jentamente, con agitacidn constante. Lievar a Bafio Marfa a 65°C durante
una hora, agitande ocasionalmente el matraz. Filtrar dos veces y adicionar
el agar, el tween 80 y el azul de tripano. Disolver el agar por calentamiento
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y esterilizar el medio a 121°C (15 lbs), durante 20 minutos. Dejar enfriar
el medio aproximadamente a 45°C, y en condiciones estériles distribuir 25 ml
en cajas de Petri de 15 x 150 mm.

3. MEDIO BASE DE ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS

CALDO SABOURAUD CON PEPTONA AL 0.5%

F6rmula aproximada en gramos por litro.
Peptond..viverevransiase 10.0

Azul de bromotimol..... 1.0 ml al 1,6%

Disolver la peptona en un litro de agua destilada, agregar el indicader
de azul de bromotimol de la solucin al 1.6% y verificar que el pH sea.
equivalente a 7, Distribuir el medio en tubos de ensaye de 10 x 100 mm colocando
4.5 ml en cada tubo y esterilizar a 121°C por 15 minutos.

4. MEDIO DE FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

BASE DE CALDO ROJO FENOL
Fdrmula aproximada en gramos por litro.

Peptona de casefna..... 10.0
Cloruro de sodio....... 0.5
Rojo fenol,eesecanusens 0.018

Disolver en un 1litro de agua destilada 15g del medic deshidratado. Adicionar
el indicador rojo fenol. En los tubos de ensaye de 10 x 100 mm colocar los

tubos Durham y envasar 4.5 ml del medio base, Esterilizar a 121°C, (15 1bs)
durante 15 minutos.
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5. CALDO SOYA TRIPTICASA

F6rmila aproximada en gramos por litro,

Peptona de caseTna..... 17.0
Peptona de SO0Ya.....sss 3.0
Cloruro de sodio..eass 5.0
Fosfato dipotdsico..... 2.5
112334 {11 TR 2.5

En un matraz Erlenmeyer suspender 30 gr del medio deshidratade en un litro
de agua destilada . Mezclar y calentar Ti{geramente hasta legrar la solucifn.
Distribuir y esterilizar a 121°C (15 1bs. de presidn), durante 15 minutos.
pH final 7.3% 0.2

6. CALDO TIOGLICOLATO

F6rmula aproximada en gramos por litro.

Peptona de casefna..... 15.0
[IETH 3 4 | T T 0.5
Glucosa anhidracsseesss 5.5
Extracto de Tevadura,., 5.0
Cloruro de S0dio....... 0.5
Tiogliocolato de sodio. 0.5
Resarzurin@eececsssssns 0.001
AGAFieeeesranaonnsocren 0.750

Suspender 29.5 -gr. del medio deshidratado en un litro de agua destilada.
Agitar y calentar con frecuencia hasta disolver. Distribuir en tubos de ensayo
y esterilizar a 121°C (15 1bs de presidn) durante 15 minutos. Enfriar y guardar
a temperatura ambiente (entre 20 y 30°C). ’
pH final 7.t 0.1

38



BIBLIOGRAFIA

Ajello, L.P. Grant, Q.V. and Gutzke, A. M, 1951, Use of mineré] gil in
the maintenance of cultures of fungi pathogenic for humans Am. Med.
Assoc. 63, 747-749.

Anorve, Hernéndez Norma. 1986. Incidencia de la candidosis tegumentaria
en tos padecimientos dermatoldgicos. Tesis. Tec. laboratorista ciinico.
IPN (CECYT). México Distrito Federal. 1986.

Ballows, A. Hawsler. J. W. 1981, Diagnostic procedures for bacterial,
micotic and parasitic 1infections. American Public Health Association.
Estados Unidos Americanes 1075,

Bonifaz, A. 1980. Micologfa médica b&sica. Fco. Méndez Cervantes, México
302.

Brown-Thomsen, J. 1968. Variability in Candida albicans. (Robin) Berkhout.
1. Sudies on morphology and biochemical activity . Hereditas 60, 355-398.

Buell, C.B. and MWeston, W.H. 1947, Application of the mineral oil
conservation method to maintaining collection of fungus cultures, Amer.
J. Bot. 34, 555-561.

Castellani, A. 1963. The “Water cultivation" of pathogenic fungi. J. Trp.
Med, an Hyg. 66, 283-384.

Conant, N. F. Smith, D.T. Calaway, D. R. 1972. Manual de micologfa clinica.
Nueva Editorial Interamericana México 425.

Conant, N. F. Smith, D.T. 1971, Micologla. Interamericana. Méx. 3Ja. ed.
282,

39

ESTE TESS
SR oA

W BEBE
s {TECA



10.

11.

12.

14.

15,

16.

17,

18,

19,

Drouhet, E. 1976. Biologie des Candida. Rappel mycologique et
physiopathologique. Rec. Franc. Allerqol, 16. §, 233-235.

Emmons, C. W. Binford, C. H. Utz, J. P. and Kwon-Chung, K. J. 1963. Medical
mycology. 3rd. edition. Lea & Febiger Philadelphia. 144,

Fitzpatrick, G. H. 1988. Dermatologfa en la medicina general. Ed. M&dica
Panamericana. 27, 2482.

Gonzdlez, 0. A. 1957. Monilias y moniliasis. (Valoracidn de los diversos
recursos para el dfagnbstico de la maliniasis). Rev. Inst. Sal. Trops.
17, 13-27.

Gonzdlez, 0. A. Orozco, C. B. Brave, M. A. 1964. E1 papel de las levaduras
del género Candida como patfgeno (nico, patfigeno asoclado y sapréfito.
Rev, Inst, Sal. Enf, Trops. 24, 89-97,

Gonzdlez, 0.A. Sandoval, M.A. 1956. Levaduras en padecimientos intestinales
no tratados con antibiéticos. Rev. Inst. Sal. Enf. Trops. 16, 15-19.

gracia, Jover S. y C. Araujo de Pérez. 1967. Viabilidad de 1los hongos
en agua destilada. Rev. Lat-amer. Microbiol. y Parasitol. 9, 59-60.

Koneman, W. E. Allen, A.S. Dowell. V.R. Andommers, M.H,, 1983. Diagnbstico
microbioldgqico. Ed. Med. Panamericana. Argentina.

Lépez, Martinez R. 1974. Caracteristicas inmunolégicas de Candidosis.
Prensa Med. Mex. M&xice Nos. 11-12.

Lépez, Martfnez R. Macotela Ruiz, E. Capellini, G.E. 13971, Valoracidn
de diferentes reacciones inmunolégicas en pacfentes de Candidiasis.
Medicina cutinea. Cientifico-Médica. Barcelona. Afio V 4, 299-304.

40



20,

21.

22,

23.

24,

25,

26.

27,

28,

29.

McGinnis, R.M. 1980. Laboratory Handbook of medical mycology. Academic
Press. London, 560.

McGinnis, R. M. Padhye, A. A. and Ajello, L. 1974. Storage of stock
cultures of filamentous fungi, yeasts, and some aerobic actimycetes in
sterile distilied water. Applied Microbiology. 28 2, 218-222,

Miguens, P. M. 1985. M&todos de conservacidn de cultivos. Mikosen. 28 3,
134-137.

MyrVic, P, S. 1977. Bacteriologia_ y micologia médicas. Interamericana.
México Distrito Federal 465.

Odds, F.C. and Merson-Davies, L. A. 1989, Colony variations in Candida
species. Mycoses. 32 6, 275-283.

Odds, F. €. 1979, candida y candidosis. Leicester University Press. Estados
Unidos Americanos 382.

Potlack, H. J. Hashimoto, T. 1987. The role of glucose in the pH regulation
of germ-tube formation in Candida albieans J. General Microbiel. 133,
415-424,

Restrepo, M. A. Moncada, F.H. Quintero de Mejfa, M. Correa, R, I. Calle,
V. G. Candidiasis: La multiplicidad de sus manifestaciones c¢linicas.
Tribuna médica. (Suplemento especial), México 15-23.

Rippon, W.J. 1990. Tratado de micologfa médica. Interamericana McGraw-Hill.
885,

fikkerink, E. H. A, Magee, B. B, P:, T, Magee, P. T. 1988. Opaque-white
phenotype transition: a programmed morphological transition in Candida
albicana. J. Bacteriol. 170, 895-899,

41



30.

31,

32.

33.

Silva, H. M, 1969: La Monilja psilosis de Ashford y la Candida albicane
de hoy. Bel, Asoc. Med. P.R. 61-64.

Slustky, B. J. Buffo, D. R. Soll, 1985, High frequency switching of colony
morphology in Candida albicans Science, 230, 666-669.

Slustky, B. M. Staebell, J. Anderson, L. Risen, M. Pfaller, D. Soll, R.
1987. The "white-opaque transition": a second switching system in Candida
atbicans. J. Bacteriol. 169, 189%-197,

Van Gelderen de Komaid A. 1988, Viability of fungal cultures after ten

years of storage in sterile distilled water at room temperature. Rev.
Lat-amer, Microbiol. 30, 219-221.

4z



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndice
	Bibliografía



