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RESUMEN 

Las enfermedades infecciosas const1tu,..en una de ras pnnc1pates causa~ 
de consulta médica y siendo tan amplia ;.u variedad AS necesaria la part1c1pac1on 
del laboratono de analls1s clínicos en la 1dent1f1cac1ón del agente et1olog1co en el 
menor tiempo posible y a costos razonab:P.s 

Dentro del grupo de m1croorgan1s'TIOS que pueden ocasionar una 1nfecc1on 
se encuentran los hongos y en part1cu ar las levaduras. para su 1dentrf1cac1ón 
existen actualmente técnicas automatizadas que por su alto costo son poco 
accesibles a poblaciones de ba1os recursos económicos 

Hoy en dia. la 1denttf1cac16n duf1n1t1va de especies de levaduras. en 
particular del género Cand1da so efectú3 ut11tzando la prueba de producc1on de 
tubo germinal a la cual se han ,-ear.zado estudios de evaluación de conf1ab1ltdad 
d1agnóst1ca sin embargo. es necesano te.,er en cons1derac1on otra prueba a fin de 
que sea una allemat1va de 1dent1f1cac1ón 

El presente estudio determinó la sens1bll1dad, espec1f1c1dad y potencia 
d1agn6st1ca de la prueba de producción de clam1dosporas en cepas 
serotip1f1cadas de CandK:fa comparándose con las de la prueba de producción de 
tubo germinal. empleada como prueba d•? reforenc1a por ser la más empleada por 
sencilla y práctica, con lo cual se tiene un metodo d1agnóst1co con una 
conf1ab1hdad document~da. practico y e::onórn1co que puede ser aplicado como 
una alternativa de rdent1f•cac1ón de C atb1cans los laboratonos 
m1crob10Jóg1cos 

El método de referencia prueba cte tubo germinal se realizo con pools de 
sueros con una 'Concentrac16n de glucos.;:1 de entre 150 - 270 mg/ di como 1nd1ca la 
literatura, y la producc1ón de c!am.dosporas se realizó por el metodo Dalmau 
ambas pruebas se efectuaron a 7 c:?pas de C atb1canS. 2 cepas oe C 
stellato1dea. 1 cepa de e troo1cahs y 1 c:epa de e gwllerrnondu rep1t18ndo cada 
prueba 1 5 veces 



Obteniéndose los resultados de sens1b1l1dad. especrfiodad y potencia 
diagnóstica (89%. 86º4 y BB%, respectivamente) se concluyó que la prueba de 
prodUCCJón de clam1dosPoras es una t1;cn1ca confiable y reproducible. la cual 
puede ser ut1J1zada como prueba de 1dert1f1cac16n definitiva de C alblCans siendo 
adaptable a tOdos Jos laboratorios de d1a9nóst1co 



INTRODUCCJON. 

Hoy en dia. Jos gf"andes laboratnnos echan mano de herramientas muy 
sofrstJcadas en el d1agn6strco m1crotuológ1co de los padec4m1entos y las 
cand1dras1s son un ejemplo. pud1énd~se ut1l1zar técnicas automatizadas e 
1nmunolOg1cas además de las ya trad1c1onafes como son Ja microscopia, cultivos 
bacter1ológ1cos y pruebas bioquímicas bt..scando con esto una mayor confiab1!1dad 
d1agnóshca. sin embargo, en paises en "'ias de desarrrollo. los m1crob1ólogos se 
limitan a ta ut1hzac.ión de técnicas cue van de acuerdo con sus recursos 
económicos c•·.J1 

Indudablemente es muy importante un d1agnósl1co oportuno y certero con 
el cual sea factible proporcionar un tratamiento especifico que realmente el1m1ne 
al m1croorgan1smo causal ev1tándo asi 1ntecc1ones recurrentes 

Dentro del d1agnóst1co m1crob1ol•>g1co. la microscopia. el aislamiento a 
través de cultivo bactenológ1co y las pruebas b1oquim1cas son genera/mente. las 
técnicas más empleadas además de pru•~bas para la conf1rrnac1ón de especie. en 
el caso especifico de las cand1d1as1s, en las cuales. la 1dent1f1cac1ón se realiza 
empleando métodos b1oquim1cos como el auxonograma y el z1mograma y pruebas 
para confirmación de especie como la producción de tubo germinal y de 
clam1dosporas. Por tanto. Ja 1dent1ficac1ó, del agente et1ol6g1co de la cand1d1as1s. 
en la cual se realicen todas estas pruebas es tardada y Jabonosa. por lo que. la 
presente 1nvest1gac1ón estableció el grado de confiab1hdad de la prueba de 
producción de ciam1dosporas ur1hzando como referencia la lécn1ca más empleada. 
producc.ión de rubo germinal y con esto se propone el uso de una prueba cuya 
potencia diagnóstica sea satisfactoria para la 1dent1f1cac1on de Cana1da alb1cans 
en caso de no contar con los roacttvos P<:1ra la de tubo germinal o •1 

Dado que no se tienen datos acerc;a de la sens1bll1dad y espec1f1c1dad de la 
prueba de producción de cJam1dosporas, pues dentro de la literatura no se han 
repor1ado traba1os a este respecto, lo~. que se obtuvieron experimentalmente 
fueron comparados con la prueba do referencia y al establecer la potencia 
d1agn6st1ca se puede recomendar su u·;o on la 1dent1f1cac1ón de levaduras del 
género Cand1da 



Se han realizado traba1os que evalüan las variables que intervienen dentro 
ae la técnica tanto de p..-oducc16n de c1am1dospo..-as como de tubo ge..-m1nal. 
encontrándose que pa..-a tubo germinal las mas importantes son la a1..-eac1on del 
suel'"O al incubarlo, la tempe..-atu..-a de 1ncut>ac16n y la concentrac16n de glucosa del 
suero empleado. mientras Que pa..-a lé:i producción de clam1dospo..-as son. la 
a1reac16n del medio de cultivo. la tempe..-atura de 1ncubac16n a la vez que para 
ambas pruebas es dete..-m1nante el afecte del tiempo de 1ncubac16n ya que de éste 
puede depender la pos1t1v1dad o negat1v1dad ae ta prueba, debido a ésto se 
realizó un estncto cont..-ol de estas vanables y se incluyó dentro del estudio la 
venación de la concent..-ac1on de glucosn para observar el efecto directo de ésta 
sobl'"e la prueba de p..-oducc16n de tubo germinal ya que s1 como lo reporta la 
literatura. a concentrac1ones de glucosa de entre 150-250 mgldl se disminuye el 
tiempo de 1ncubac1ón. se d1sm1nu1rán os falsos pos1t1vos pues las levaduras 
diferentes a e alb1cans que pueden dar tubo ge,.m1nal pos1t1vo lo hacen al término 
de tres hoF'as y con este método la prueb:t emplea sólo hoF'a y media c2"".JOJ1_ .... , 



1.llllARCO TEOR/CO. 

Actualmente. la cand1d1as1s es un problema comUn de salud pUbl1ca que 
necesita la atención social que 1mpl1c3 la part1c1pac1ón con1unta de quim1co 
clínico. médico y paciente 1"'•• 

El éxito del tratamiento de la cand1d1as1s radica en una 1dent1f1cac1ón 
et1ol6g1ca certera, es aqui donde el equipo de salud debe tener conoc1m1ento y 
man&JO de entenas y técnicas. los cuales en algunos casos pueden ser 
inadecuados. lo que trae como consecuenc1a fracasos terapcuticos 

1.1.GENERALIDADES. 

Cand1da sp son células redcndeadas u ovaladas que aparecen 
individualmente o asociadas formando seudom1cel1os Son gtampos1t1vas y su 
metabohsmo es principalmente aerobio, -,o degradan urea n1 as1m1lan 1nos1tol. no 
poseen cápsula, no producen pigmentos caroteno1des. El metabolismo de las 
células de Cand1da sp es el mismo que •3"1 de otras células eucanót1cas aerobias 
Son capaces de glucóhs1s aerobia por v a de hexosa monofosfato y de g1ucól1s1s 
anaerobia por la via de Embden-Meyert"of También tienen enzimas del ciclo de 
t<tebs y enzimas m1tocondnales para J.~ fosfonlactón ox1dahva. Esta Ultima en 
Cand1da incluye principalmente c1tocroT1os a. a3. b. e y c1 La sintes1s de 
proteinas también es parecida a la de los eucanontes C alb1cans tiene nbosomas 
605 que se d1soc1an en subunidades 605 y 385 Poco se sabe acerca de los 
cambios f1s1ológ1cos asociados al de!>arrollo de hitas o clam1dosporas La 
temperatura es un factor 1mponante. las temperaturas re1ar1vamente altas (más de 
37ºC) favorecen h1fas y blastosporas y temperaturas menores (menos de 25ºC) 
parecen favorecer la presencia de clam 1dosporas 1Jt.J ... > 

Cand1da alb1cans es un hongo d1m:'.>r11co. que a 37°C crece como levadura o 
como pseudom1ce1io cuando produce 1nv'3s16n a te¡1dos a 2SºC 



Figura 1 1 1 Ce11_:;,:; ·,-_. .•. 3~'·-' ,~:_,u':•-!'.:> 
La Dwrr.1 ,,_.:_;r,_";•·r;:ri > 

t'1u.•nu•: c· •• 1~-<~. 1·1•11 

ru.·111~·· <·•·h·< •. 1•1·• 1 



Figura 1 1 3 Gandida alb1can!; Levi3duras seuCohrfils (PH). 
e h1fas (H} crecmHen~o en una pf3c.:J de agar 

Dextrosa Sabcuraud 3000X 

'"'uc.·nrr-: llun .rn.J' U. J'JH.1. 



1.2. TAXONOMIA. 

El género Cand1da está constituido por nonaos levadur1formes incluidos 
taxonóm1camento en la d1v1s1ón Deuterornycota hongos imperfectos 
caracterizados por mu1t1phcarse exclus1vamen1c de forma asexual a la clase 
Deuteromycetes y subclose Blastomycet.dae por propagarse por blastosporas y a 
la fam1l1a Cryptococcaceae t•-•• 

En la forma de reproducción asexual. se da la formación de una nueva 
c6Jula sin que haya gametos y san fus1on nuclear. es decir. se da el crec1rn1ento a 
partir del m1celto o seudom1cello pnm1t1 JO sin con1ugac1ón nuclear n1 reaucc1on 
cromát1ca. de los cuales se conocen los s1gu1entes mecanismos 

1) Esporulac1ón Las esporas se forman por condensación del citoplasma con su 
contenido nuclear y están envueltas por una membrana interna o ondospora y 
otra externa o exospora, pueden albergar una o vanas células d1\1'1d1das por 
septos y poseen un poro germ1nat1vo de donde surgirá un nuevo elemento en et 
momento del desarrollo En esta fé1Se pueden formarse blastosporas o 
clam1dosporas en el caso especifico de C alb1cans dependiendo del medio en 
que se encuentren y s1 éste es adecuado. dichas esporas aumentan de tamaño y 
en algunos casos dan lugar a uno o n1á.s tubos germinales que se prolongan 
hasta formar h1fas F1g 1 2 1 En ocas1onus. el medio favorece Que la formación de 
tubo germinal sea 1nmed1ata. por lo que r10 se observa esporulac1ón ,.,, 

Las blastosporas son yemas que ~;e originan de las levaduras y de celulas 
seme1antes a levaduras Las cl.rtm1dosp·:>ras son estructuras redondas u ovales 
que presentan una doble pared muy g1 uesa siendo de mayor tamar"lo Que las 
blastosporas Rellenen el coloran1e azul de Tnp.3n. son muy resistentes al calor y 
la desecación. probablemente están forn1aaas corno las endosporas bacterianas 
Se presentan tanto en la punta dol tilarne·nto (terminales) o intercaladas dentro de 
la htfa (clam1dosporas intercalaros) F1g 1 2 2 ''"' 



Fig. 1 2. 1 Tubo germ1n ::ti en Cand1da alb1cans, 
m1crofotograf a por barrido electrónico 
La barra representa 1 pm 

Fui:ntll": 1•,-.a•.uf R 1•.1•11. 

Figura. 1 2.2. Clam1dospc 0ras de Gandida albicans 

2) Gemación. En esta la célula hija es menor que la madre. Como la yema crece 
hacia afuera a partir de la célula madre. el núcleo de esta última se d1v1de y uno 
de los núcleos resultantes de tal d1v1s1ón pasa a la yema La pared celular se va 
estructurando entre la yema y la célula madre y por ült1mo se separan1.2.3 y 
1.2.4.UI) 

JO 



Figura_ 1 2 3 LevndL,ras gemzinao (bl.3!;tosporas) 
m1crofotoor :Jf: .:i c.__. b.3rr1ao nloctrón1co 

Figura 1 2 4 M1crofotograha de ba:-r1do erec:tron1co de 
lev<:iduréls y fe rmi.ls gerr.c.ntcs de 
Gandida alb1cans (X6975) 

J·ut.·nt1..•: CnlcC~. 1')'11. 
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1.3.ETIOLOGIA Y PATOGENIA. 

La cand1d1as1s es una m1cos1s producida por las especies del género 
Cand1da. de las cuaie::. las más comú,mente aisladas son C alb1cans y C 
trop1cahs deben esta capacidad de penetración a los teJ1dOs al d1morf1smo que 
pueden desarrollar, es decff. pasan a la fase de m1ceho en los tejidos. forma que 
es más resistente a tos mecanismos de defensa del huesped que la fase de 
levadu..-a Las especies menos frecuentes son C stellato1dea. la cual segUn 
muchos m1cólogos es una \lariante de C alb1cans. C paraps1/0S1S, C 
gw/lermondu. C kruse1. C pseudofroJllCBllS, C g/abrata y C /uS1tamae se 
encuentran en los te11dos tan sólo en fasu de levadura • .1 • .a_.,._u 1-11 

La estructura ant1gén1ca de Candu1a sp es comple1a estando compuesta en 
su mayoria por glucoproteínas que forman parte de la pared celular, en ésta. el 
pept1doglucomanano (PGM) es cualitativamente lo mas importante. los antigenos 
procedentes de citoplasma y membranc1 c1toplasmát1ca son proteinas asi como 
algunos metabol1tos 1nmunógenos t.J.1-;, 

El dar.o tisular se produce por la acción directa del m1croorgan1smo pero 
también como consecuencia del mecanismo de defensa que el huésped establece 
ante la invasión Las levaduras son fagocitadas y destruidas al ser opson1zadas 
por un anticuerpo y el complemento, sin embargo. al darse el cambio a ta fase 
micelial. Candrda conserva su virulerc1a y además escapa a la act1v1dad 
fagoc1tana de los macrófagos. los cuales a su vez. son relevados por Jos 
neutróf1los que se adhieren a las h1fas. liberando enzimas 11sosóm1cas y 
metabohtos ox1dat1vos que se producen en la respiración Recientemente. se ha 
comprobado que C alb1cans posee recuptores para el componente del C3b del 
complemento. cuando el C3b se une a la superf1c1e del hongo. se oner:ta de modo 
que impide la opson1zac16n En ciertas cond1c1ones m1croamb1entales y 
nutnc1onales, so aumentan d1Chos receptores y se da lugar a ta infección lo Que 
puede explicar algunas de las c1rcunstan•::1as pred1sponentes., 1-.. 

Las especies que no son C alb1cans producen 1nfecc1ones de igual manera 
pero con una frecuencia menor 

12 



Un caso que merece .aclnr.ic1ór1 ("~;. Toru!oµs1s r:;la!Jrata una levadura muy 
pequeña y con caractcr-ist1c.:is s1m1lan.:~. a :us d::~I ~]únero Cand1da con la 
diferencia de que no produce hif.:Js o seue!c'--11L.1:> ··~n .:-.FJ.:-ff h;irina df...: r.~.:1i;,: tvvcen 80 
(Fig. 1 3 1) Es parte de la flora g.::1strn«:t1•<-,~1r1;1i y qr·r :.t,1\ L;1s 1nf•.:cc1ori•:S 111;:-Js 
comúnmente rel.:tc1onadas a cst;:i n~·.ri.-.r: •· ~c:r, !;,'. ·~;r . .-,:1r :i<:. r~() ,;~··>:a~..,··~· ri .. e~(: 

ocasionar fungem1as al 1nvad1r tc;1,.:1os ro uPdGs ,u .... i. .. 

F1sL.:ra 1 3 1 Toruioos."s gl<1brata. 11.00UX 

l·u._·n!•·: ""''"·' huni.:. h.. 1•1•1:!. 



1.4.EPIDEMIOLOGIA. 

Cand1C1a so forma parte de la flora rnuco.::u:anea do: ~arnt:ire encontranoose 
en ca'Jidaoes buca' 9as:ro1r.t8St;n.:;.J qe-iita' temen•na a.-.,,11 y conduC!~ aud1t1\IO 
externo. esto se n1oo·f1ca cuando los factores :-:-..croamb1entales son 
pred1sponentes, 1, 1-....... 

La cand1d1as1s se deoe generatrn·~nte a C alb1Cdn5 Quo ba¡o conc:1c1ones 
de oponun1smo 1n· ... ade produciendo la 1rfecc1ón 

Los fac!ores ".:1e oportunismo son ae vanos tipos 

• 1 )Fís1r:os traurT1atisrno"" .~xtn~nos tre1~111nt1srnos C":ll»ruraicos. ri1d•<iC1on~s 

numedad 
• 2)0uim1cos pH C:utaneornucoso mea1carnentos t1nmuncsupresores 

glucocon1co1des ant1b1ot1cos). drogad1:::::c1on contaminac.cn amb1tnta1 
• 3)B1ológ1cos embara~o diabetes, l1nf·::imas. leucemias obes1da::i 1nsuf1C•enc1a 

renal. 1nfeccsc:---.es cron1c;,¡s srndrorT es ae 1nmunodef1c1enc1.:i a1.rnentac.1on 
parenteral. etc .... -, 

El espectro de la cand1d1as1s 1nclL.ye rnfecc1ones cutaneas crcc1rn1ento no 
1nvas1vo de los hongos en la mucosa de la orcfaringe del conducto 
gastro1ntest1nal y de la vagina 1nfecc1ones superl1c1ales de estas :nucosas e 
1nfecc1ones s1stérr11cas que afectan a los .:,rganos internos 

Estudios eo1dem1ológ1cos reah~:ndos revelan que de las m1cos1s 
superficiales. el 8 5°/o es producido por C alb1cans y que la frecuencia de 
on1com1cos1s o parasrtac•on de la una y del pliegue penungueal es del 5 BºA> n"• 

Un estudio mu1t1céntnco reporto las frecuencias de a1slam1ento de C 
alb1cans. C paraps1los1s y C glabrata dH 52º..-0. 17~..-o y 6 2°/o respectivamente Se 
ha observado además que la prevalem;ra de C alb1cans a nivel genital es del 
12 9°/o 11'1'.JOI 



lnvest1gnndo el papel ae la promiscuidad en la colornzac1ón ae la 
vagina por levaduras fueron exam1nadcrs exud.ndos vaginales de prostitutas e! 
21 ºA> mostro 1nfecc1on en el cultivo y C alb1cc'Jns fue aistada en el 93 °.4. ae esos 
casos Al comp.:lrarlo con los resultados de mu¡eres no promiscuas se cor:c1uyo 
que la promiscuidad no es un factor prec11sponento pn .. a la contam1nac1on .... ag1na1 
por levaduras ,.za. 

AdefT'as se na onservado Que el numero de -•ecciones oroduc1Cas por 
especies diferentes Oe C albicans !""la iJlJmen:aco ·=- t·001cali5 V C glaDt.:J!d son 
las mas cornunes ,::, 

En las unidades de cuidados ,.,tens1vos se nan nacho 1nveSt!gacroncs 
acerca de cuales son los m1croorgan1sm1Js que cornunrr.en~e pro ... ·ocan problemas 
a pacientes intubados con sondas cateteres 7· Qwe s1rnultánean1ente ~e 

encuentran 1nmunodeprcm1dos por algU,, tipo oe tratamiento ant1oacter1a:--o es 
decir presentan una 1nfecc1on nosocom1.:1r Como resu 1:ado se tiene que. en el 
9 2º.lo de los cultivos realizados a catt'!l•~res. se han a·s:ado levaduras a es!os 
pacientes se les practicaron hcmocult1v :lS dentro de :as 48 horas posteriores al 
reporte pos111vo del cultivo de catéter 1dent1f1car:dose C alb1cans en un 64 8"'/c, ,:1. 

Co1no puede observarse. la e:p1den1101og1a de la cand1d1as1s refle1a el 
tenue equ1hbr10 existente entre la colon1;~ac1on y la infeccion y la gran capacidad 
patógena dC e a/blCanS HI.- lll 

Independientemente de la causa o causas subyacentes la mayoría de las 
cand1d1as1s son superf1c1.oles y local1zad.1s en el punto de origen. es excepc1onat 
que se produzca la 1nvas1ón del torrenle sanguineo y la afección de organos 
internos , ... -.1.-..=.-, 

1.5.SIGNOS Y S/NTOMAS. 

Las man1festac1ones clin1cas son variadas la 1nvas1ón superficial de las 
mucosas por C alb1cans produce unas placas blancas y de aspecto caseoso que 
se adhieren ligeramente a la superf1c1e rnucosa La lesión no suele ser dolorosa 
Las lesiones orales denominadas muguet, aparecen en la lengua. el paladar y 
otras superf1c1es mucosas. formando ma11chas blancas y rugosas que pueoen ser 
dolorosas 



La paras1tación de la una y del pliegue periungueal. denominada 
on1com1cos1s se desarrolla en los 1nd1v1d..Jos que por sus act1v1dades deben lener 
sus manos inmersas en el agua durante por-iodos prolongados La ur"la adquiere 
color amarillo-verdoso, se arruga y prosenta surcos transversales, el pliegue 
penungueal está inflamado y ro10. recub1ono por ep1derm1s brillante 

La forma más comUn de la cand1d1as1s genital en la mujer es la 
cerv1covag1n1t1s Los sintomas que se presentan son el prurito, la leucorrea y 
ocasionalmente el dolor Característicamente existe el eritema vulvovag1nal y en 
ocasiones penanal. asi como exudación vaginal de apariencia blanca. espesa y 
cremosa En el varón esta 1nfecc16n es rTlenos comUn, cursando clínicamente con 
la apanc16n de püstulas sobre una base entematosa que afecta al glande y surco 
balanoprepuc1af e incluso se extiende al •:tscroto y perrneo 

El granuloma cand1d1as1co es una 1nfecc16n grave y poco comUn 
caracterizada por la aparición de lesiones papulosas irregulares muy 
vascularrzadas y cubiertas de una costr& delgada y oscura El área afectada con 
más frecuencia es la cara pero las lesiones pueden aparecer en cuero cabelludo. 
miembros rnfenores o tronco 

En ocasiones la levadura invado el esófago pudiendo aparecer placas 
inflamatorias similares a las observadas en el muguet. con cand1d1as1s oral 
asociada o sin ella. Pueden aparecer ulceraciones, deformidades y en algunos 
casos, perforaciones del esófago 

La presencia de C atb1cans en la nora genrtal y en la uretra distal permite 
que estos m1croorgan1smos penetren en la vejiga urinaria en las mismas 
c1rcunstanc1as en que las bactenas ocasionan infecciones unnanas La c1st1t1s por 
Candida se asocia sobre todo a la diabetes melllrus La infección del nñón por via 
hematógena o ascendente puede pro•.1oear p1elonefr1t1s agudas. abscesos y 
lesíones fúng1cas redondeadas que crecen expandiéndose en el 1ntenor de la 
pelvis renal 

Las infeccrones por Cand1da de los órganos viscerales, con posterior 
diseminación hacia otros órganos o sin ella, se asocia muy pan1cularmente a 
déficit 1nmunológ1co y otras formas de afección de los mecanismos de defensa 
normales Los órganos que se afectan con mayor frecuencia son los rrñones, el 
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cerebro. el corazón y los OJOS También es posible el compromiso de otros 
órganos como el pulmón aunque es menos hab1tual.,.i.~'l'.u.J:«11 

'1.6. TRATAMIENTO. 

Los fármacos ant1m1cót1cos son 11n ccmparac16n con los ant1bactenanos 
menos diversos ademas de que presentan inestabilidad. demostrándose 
propiedades farmacológicas poco 1nter·~santes como una ba1a d1fus16n a los 
teJ1dos La tox1c1dad mostrada por los ugentes antifúng1cos. no se aproxima al 
grado y setect1v1dad que pudieran presertar los anttbactenanos 

Las cand1d1as1s superl1c1ales son -nuy frecuentes y su tratamiento se basa 
en el empleo de ant1m1cót1cos de acción tópica. con lo que se d1sm1nuye la 
toxicidad para el huésped No es asi CC•n las 1nfecc1ones profundas. las cuales. 
requieren del empleo prolongado de ant1fúng1cos tóxicos 

La sintes1s de ácidos nucleicos y la membrana c1toplásmat1ca son los 
principales ObJet1vos a los que se hayan ding1dos los agentes anttm1cót1cos Dado 
que el pnnc1pal componente de la membrana otoplásmat1ca es el ergosterol, se 
han desarrollado fármacos que actúnn directamente sobre la síntesis de 
este '"'·~.1"2!11 
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TABLA 1.6.1. 

Caracterfstlcas de los agentos antifúngicos. 

Antifúnoico 

Anfotericina B 

Nistatina 

Griseofulvina 

Alteración de 
la membrana 

Alteración de 
la mem~rana 

Función de los 
microtUbuJos 

Flucitosina Síntesis de los 
ácidos nucleicos 

Cloruro potásico ? 

Clotrimazol Síntesis de 
ergosterol 

Miconazol Síntesis de 
ergosterof 

Ketoconazol Síntesis de 
ergos tero/ 

Tóoica Oral Parenteral Esoectro 
Todos Jos. 
hongos 

Todos los 
hongos 

Oermatofitos 

Cand1cfa. 
Torulopsis. 

Cryptococcus. 
otras levaduras 

Sporothnx 
schenckii 

La mayoria de 
los hongos 

La mayoría de 
los hongos 

La mayoría de 
los hongos 



TABLA 1.a.2. 

Agentes •ntirn1cdUcoe de efecclón. 

Sitio de tnfecctón Elección pr1mana Elecoón altemat1va 

Sangu!nea no 
rnetastas1ca 

Sanguínea 
metastas1ca 

Crónica 
mucocutánea 

Cutánea 

Endocard1l1s 

Oral 

Anfotertc.na e 

Anfoterrc1na B 

Ketoconazol 

Anfotenc1na B 
clotnmazol 

ketoconazol 

Anfotencma e 

N1statrna 
Clotrimazol 

Fluconazol 

Anfotenetna e 

Fluconazol 

,. 

Vla. dosis y duración 

O 4 mg I Kg I día Dosrs total 7 
mglKg 

Anfo B O 6 mg/kg/dia IV par 7 
dias y luego O B mg/kg en 

días altemos hasta ev1denc1a 
de resolu.::tun 

Keto <400 mgtd1a via oral en 
una dosis con alimentos x 3-9 

meses 

Tópico· aplicar 3- 4 veces x 
día x 7- 14 días Keto una vez 

al día x 14 días 

Anfo B IV O 6 mg/kg/dias x 7 
dfas y luego O a mg en días 

altemos 

N1stat1na 500.000 U 
(enjuagar la boca y tragar) el 

6 h Clot· 1 trocisco (10 mg) 5 
veces al día x 14 dias 



SIDA 

Agentes ant1m1cót1cos de elección 
ícont1n..Jacionl 

Elección primaria Eteco6n alte..-nal1va Via, dosis y duración 

Fluconazo1• Anfotencana B IV Fluc 200 mg via oral el dia 
N1statma 1 . luego 1 00 mg al día hasta 

Clotr1mazol me1oría (3- 4 d1as) Luego 
continuar tratamiento 

supres1vo 100 mg vía oral 
cada semana. 

Pentoneal Anfoteric1na B A menudo se 
necesita ..-etll'"ar el 

catéter 

Anfo B mtrapentoneal ( 4 
+ 

Flucitoc1na 

Urinaria (vesical, Fluconazol 
no renal) 

Vaginal Tópico: Fluconazol 
Clort1mazol 
Terconazol 

Anfotenc1na B 
(1rrigacaon vesical) 

N1stat1na o 
ltraconazol 

mg/bol- 2 L las primeras 24 
horas. luego 3 O mg/ 2 L + 

Flucatoona (200 mg/ 2 L los 
3 prime..-os dias luego 100 

mg/2 L) 

Flu 200 mg el dia 1. luego 
100 mg/ día x 3- 5 días 

M1conazol 200 mg tabs 
vaginales ( 1 al dia x 3 aias 

al acostarse) Clot tabs 
vaginales 1 00 mg ( 2 al d1a x 

3 días al acostarse) 
Terconazol tabs vaginales 
de 80 mg ( 1 al dia ,,_ 3 días 

al acostarse) 

• C. kruse1 resistente a Fluconazol Se na reportado res1stenc1a secundaria con 
Torulopsis glabrata y rara con C alb1cans. La C alb1cans resistente a Fluconazol 
puede ser sensible a ltraconazol 



1. 7.DIAGNOSTICO. 

La rdent1f1cac1cn oe C alb1cans so reahza a traves del examen clin•co y del 
laboratono. el primero abarca un detallarjo 1nterrogatono orientado a tos signos y 
síntomas ade1nás de la explorac16n y el establec1m1enlo de los factores 
pred1sponentes 

El examen de laboratono 1mpllc3I la toma de muestras para cult11;0 e 
ident1f1cac1ón de Cand1da pueden ser muy vanadas e incluyen entre otras. 
raspados de lesiones mucecutáneas y rectales, expectorac1ones y aspirados 
br-oncoscóp1cos o transtraqueales orina, liquido cefalorraquideo. sangre. 
exudados faríngeos. vaginales, uretrales y b1ops1as llsulares 

El dtagnOstico presuntivo se obt1er,e al observar en fresco una suspensión 
de la secreción, raspado, exudado o cu;1/qu1er otro tipo de muestra obtenida. se 
pocJrSn entonces observar dos fases morlolog1cas de la cand1d1as1s yemas 
levadunformes y pseudom1ccllo cuando ..;!I ambiente de crcc1m1ento es apropiado 
y se tiene s1ntomatología En un frot1s al cual se le realiza la t1nc1ón de Gram 
encontrarán células ovales gemantes y pseudoh1fas grampos1t1vas 11..1.4.••1 

En caso de muestras como exi:-ectorac1ones. es importante ut1l1zar un 
agente mucolít1co como Ja N-acetil-L -crstrna para evitar 1nterlerenc1as que 
produzcan falsos negat1vosc1•1 

El a1slam1ento de C. alb1cans so realiza por medio de la siembra del 
matenal b1ológ1co en agar Sabouraud simple o adrc1onado con ant1b1ót1cos 
(cloranfen1col y c1clohex1m1da). papa dedrosa o el mas comunmente empleado, 
agar B1ggy, en el cual se observará la mc•rfologia descrita en la tabla 1 7 1 ,2,., 
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e alt:Hcans 

C. lrDPICiJllS 

C. krusei 

C. para1ir.ruse1 

e stellatofCfea 

TABLA 1.7.1. 

Morfologi• colonial en •gar Blggy. 

Colonias hsas. nem1sféricas o 
circulares. cafés o negras con un 
ligero borde m1cehal. El 
E~nnegrecim1ento no se difunde al 
ned10 
Colonias discretas de color café 
c•scuro con prom1nenc1a negra central 
-, ligero borde m1cel1al 
Ennegrec1m1ento difuso del medio, 
L1n1camente con esta especie. 
después de incubar 72 horas 
Colonias rugosas, planas. grandes 
con la penfena que varia de color 
e.até negruzco plateado a café. 
rodeadas por un halo amarillo 
Colonias de tamar'\o mediano, 
t~ecuentemente rugosas. planas. de 
color que varia del café ro11zo oscuro 
tirillante a café ro11zo claro y con un 
to0rde m1cellal extenso amarillento 
Colonias de tamaño mediano. planas 
de color café muy oscuro casi sin 
desarrollo m1cel1al 



La morfologi.--i de C a/b1Cdfl'!'> en ngor Sabouraud se observa como colonias 
medianas. llsüs. crc:mcs.ls m<1tc df:'- color.Jc1ón blanca o ligeramente tostad.'.:l 

Ademas du la rnortoloc;ia rri1croscó~ 1ca y co!orn.:-il f..-~s ncces.3~10 real1znr otro tipo do 
pruebas p.nr.:1 i.:i 1dont1f1cac1on dv ~~sp,,--"c1..: .. · cor-no son 

Producción de tubo germinal. Es la pr1J!!~Kl ni_1~ en;pl~·ada ";"·Or t-.!Conom1ca y 
sencilla Un tubo gc:-.!rn11r:al se dcf•nc como una P.xtens:ón fd.'.lmentosa de una céiula de 
tevadurn que m1dú alrededor de la rrnt.-:id del Qnct10 y ~re~ n cu.'.ltro veces el largo de la 
cóJula C a!btCi:JnS desarrolla tuCo:;. QHrmrn3Jes dur:"Jnte lns tres primeras horas de 
incubación a 37ºC. srn ernb<:Jrgo. la cspHc1e C trop1c3/ts puede forrnar seudotubos Juego 
de tres horas de incubación. ro cual es un 1nconven:ente pwra ra 1dontrf1cac1ón diferencial 
can C albicans F19 1 7 1 c:~_Jo1 

Figura 1 7 1 M1crofotografía de barrrdo electrón1co de 
un tubo gcr-n1nal de Gandida alb1cans 

La barra n~presenta 1 ~tm 

Fm .. •n1c: llo"ard U. l'JH.J. 



A causa de la vanabrlldad que se presentn en los resultados obtenidos al realizar el tubo 
germinal como la literatura lo indica. en suero humano. se ha 1nvest1gado acerca de 
medios sem1s1ntéticos en los cuales lleva•· a cabo la prueba. tal es el caso de Bruatlo y 
cols (1991) quienes proponen la ut1l1z.aoon de un medio con glucosa sin am1noác1dos. 
v1tam1nas y pH neutro. para promover la formac16n de tubo germinal Este medio puede 
ser almacenado. es de fácil preparación y muy reproducible 

Al desarrollarse la prueba de tubo .. erm1nal. para la 1dent1ficac16n de especies de 
Candida, fue necesaria la optimización de la prueba para obtener resultados más 
confiables. de esta manera. se han realizado múltiples estudios en los cuales se 
manipulan uno o vanos factores que tienen 1nfluenc1a directa sobre la técnica Algunos de 
estos trabaros encontraron que e alb1cans y e slellatOldea forman tubos germinales en 
90 minutos a 37•- 4o•c y que su d1ferenc1ac1on sólo se puede realizar por métodos 
b1oquím1cos. por otro lado. se ha demostrado la producción de tubo germinal por parte de 
C stellatm9ea es más lenta y en menor cantidad que la de C afb1cans a la vez de que 
esto se ve alterado por la cantidad de la fLJente de nitrógeno y otros nutrientes, MJ.-...i.• 1 

En otra 1nvest1gaoón, se establec1f1ron los parámetros que permiten la formación 
de tubo germinal en un tiempo de 1 5 horas siendo éstos concentrac1on de glucosa de 
150 - 250 mg/ di y pH 7 5 - B 5. teniendo en cuenta esto es posible evitar falsos positivos 
que prOducen otras especies al cabo de tr11s horas pues la lectura se realiza antes t-1 

El estudio realizado por Barlow y c-..ols (1971), mostró que la concentrac1on en el 
suero de urea. proteinas. colesterol. .::alc10. hierro. fósforo. am1noác1dos y otros 
componentes de éste no afectan la produc.c16n de tubo germ1na1. mientras que ésta se ve 
aumentada a concentraciones de glucosa 'Tiayores o iguales a 1 50 mgt di 

Morfologi• microscópica en a.gar p•r• cl•midospor••· Una vez aislada la 
levadura en medios m1cológ1cos habituales se realiza la siembra en el medio de agar que 
promueva la formación ae clam1dosporas (ver fórmulas en el anexo). puede emplearse 
agar harina de maíz tween 80, agar para dam1dosporas, etc se incuba a 25-3C°C por 48 
horas para su posterior observación en la cual se notará Ja presencia o ausencia y 
morfología de clam1dosporas caracter;st1cas de e alb1cans. e stelloto1dea y 
ocas1onalmente C trop1ca/ls de blastosporas de m1ceho verdadero. característico de 
cada una de las especies. y de pseudoh1fas. tip1cas de C paraps1/051s Ver tabla 1 7 2. 
Ftg 1 2 2. 1. 7 2 a 1 7 11 .t2 .. ..J:t..J.J) 



C a/blCl!JnS 

e trop¡cat1s 

C. parapSJ/osis 

C. pseu<:Jotrop¡calts 

TABLA 1.7.2. 

Morfologf• rnleroecópfc• en •gar 
h...tna de rn.fz lw9en 90. 

a) Clam1d0sporas de pared gruesa 
scsten1das a1sladanlente o en ra<:1mos 
habitualmente en los ápices de las 
seudoh1fas 
b) Blastoconid1os producidos 
escasamente o on densos rae.mas 
re:;¡wularrnente espac1actos a lo largo 
de las seudohrfas 
BI astocon1dos producidos 
escasamente en forma aislada o 
ero pequef'\os racimos laxos 
irregularmente a lo largo de las 
seudoh1fas 
Formación de colonias aracn1fotTnes 
!&JOS de las estrías en el agar que dan 
un aspecto de arbusto Los 
blaarocon1d1os son escasos y nacen 
1nd1vfdua/mente o en cadenas cortas 
La formación de hitas gigantes es 
característica de esta esoec1e 
Fc>rman blastocon1d1os elongados que 
se d1soc1an =n rapidez de las 
seudoh1fas, tendiendo a disponerse 
en paralelo a modo de "troncos en 
una corriente·· 



Figura i .7 2.Clamidosporas de Gandida ulb1cans. 
observadas en cultivo en ogar harina 

de maíz twcen 80 

F1gL.:ra 1 7 3 M1crofoto•Jrafía de barr:do electrCr.1co 
de una h1fa (flech.:l). seudoh1fa (dcble 
fJechn) y tdastosooras (triple flecha) 
La bnrra representa 2pm 

J."uc.-nte: llu";.anl n. J<Jli.J. 



Figura 1. 7.4. Formación de hrfas de Gandida a/b1cuns 
con septo 1nterme1j10 La barra representa 1 lLm 

¡.·urnlr: Howard D. J?H.J. 

F1guru 1 7 5 Córu!a i ovales y levadunformes 
de C~nc.hda ~rop1cDl1s (X1000) 
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Figura 1 7 G H1fas verd3derns y blas!osporas producidas 
por Gandida trop1cafls en un cu t1vo en agar harina de maiz: (X1000). 

F11cnt1.•: K"•·n-C'huuc.. K 1•>•>;?, 

Figura 1 7 7 Seudohifas pr :>duc1das en agor harma de maíz 
por Gandida ~araps1los1s (X400) 

Fuen11_•: h:\~t·n-('huni.,:. K. 1•,•1:. 

::s 





Figura 1 7 1 O Blastosporas y seudoh1fas 
de Gandida kruse1 producidas en 

cultivo en agar harina de maiz: (X730) 

Figura 1 7 11 Células elongadas a ovales 
produc1cas por Gandida lus1tan1ae en 

agar harina de mai;: (X292) 



Es importante mencionar los trabaJ·~s que se han realizado para valorar el efecto 
que tienen los factores que intervienen en el método de la producción de clam1dosporas y 
se determinó q¡ue la aireación del cultivo y su 1ncubac:16n a temperaturas entre 26• y 2e•c 
son condietones Que l1m1tan la óptima formacaón de ciam1dosporas e%"-"' 

Se ha tratado. en cuanto a las dos pruebas anteriores. 1nvolucrartas en una sola 
prueba que sirva como confirmación para la ídent1ficación de especies de Cand1da. para 
lo cual se desarrolló el agar extracto de arroz tween 80 en el cual se observa pnmero la 
formación de tubo germinal mcubéndolo c1 37•c durante tres horas y posteriormente la 
aparición de ctam1dosporas y micelio cuando se incuba a 2s•c de 24 a 72 horas. sin 
embargo. estos medios todavía estan en investigación.c!lil>1 

Zjrnogrernmi o fennentaclón de .azúc...... Se realiza en un medio base que 
contiene peptona, extracto de levadura e indicador púrpura de bromOCTesol. Este medio 
se inocula y se le coloca una campana de Durham para la recolección de los gases 
producidos. La incubación de los tubos es a 25 o 30°C pcr 5 y hasta 10 dias Cuando se 
produce la fermentación de un azúcar, e: pH se acidifica y como consecuencia vira el 
color del indicador del púrpura a amanllo La pl'"oducoón de gas se venf1cara por medio 
de sv SQ.Jmulación dentro del tubo Durhan1 empleado 

Au•onogr11rnm o ••irnil.clón de azucare•. El método clásico de Be11erinck utiliza 
pequeflas cantidades de carbohidratos secos impregnados en discos de papel filtro que 
se colocan en la superficie de un medio de agar base abundantemente sembrado La 
asimilación de un determinado carbohidrato se manifiesta por el crec1m1ento de la 
levadura en tomo al disco La 1ncubac16n del medio auxonogréf1co se realiza a 
temperatura ambiente. manteniéndose entre 24 a 72 horas Los resultados para las 
pruebas antes mencionadas se detallan on las tablas 1.7 3 y 1.7.4 respectivamente 1•­.,,.._ • ...,..4J ....... •~ 



Especies 

C. allJicans 

C. tropic:a/is 

c.-toidea 
C. r¡lebrata 

C. ,,.rapsi/osis 

C.luusei 

C. p:.eudotf'Opicalis 

T_LA,.7.3. 

F-10..(d-). 

Glu Sac Mal Lac Tre Gal 

V V V 

C. guillermondii V 

Glu: glucosa. S•c; sacaros.a. Mal· manosa. Lac: l•t:tosa. T"'. trehalosa, Gal: o•lactosa. • : fermenta, • : 
no fermenta. v: vanable. 
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TABLA 1.7.4. 

Aalmil•ción (auaonograma). 

Especie Glu Sac Mal Lac Tre Gal ME C X R A 

e alb1cans 

e troP1calts V 

C. stellato1dea V 

e glabrata 

e parapsilos1s 

e kruse1 

e pseudotrop1calis V 

e gwllermondli V 

Glu: glucosa. Sac: sacarosa. Mal· maltosa, Lac: lactosa. Tre. lrehalosa, Gal: galactosa. ME· melab1osa. C. 
celobtosa. X: xilosa. R: rafinosa. A· almidón + asimila, - : no aS1m1la. v. vanat>te 
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El cuadro A muestra un diagrama global del seguimiento para la identificación de 
CIJnc:Jlda alb1C1Jns a nivel de laboratorio microbiol6g1co. 

CUADRO 1.7.1. 

Dlegrarnm gl~ .,.,.. I• ldenttficaclón de Candlde •lblc•n•. 

EXAMEN DtRECTO HIFAS. 
SEUOOHiFAS. BllltOTES DE 
FORMAS LEVAOURIFORMES 
(9LASTOSPORASl 

PRUEBAS BIOOUIMICAS 
FERlotENTACION 
AS511ML.ACION 

TOMA DE MUESTRA HA.SP•OO. ESPECTORACION 
ASPIRADO TRANSTflAOUEAL. ORINA. SANGRE. 

LCR, E.XUOAOOS :MVER$0S fVER TEXTO) 
BIOPSU.S TlSUUlRES 

CULTIVO INC A 25 • 30"'C POR .a "1RS TINCION DE GR.AM CELULAS 
caes C12• H"S "' SABOURAUO ce- OVALES. GEMA.NTES. SEUOO. 
LONlAS LISAS ... tEDlANAS, CREMOSAS HIFAS GRAMPOSITIVAS 
MATE. BLANCAS 
A BtOGY COLON..._S USAS. CIRCULA· 
RES. CAFES O 1,¡EGRAS 

PRUEBAS ESPECIALES PROOUCCION DE EXAMEN MICROSCOPtCO PRESENCIA 
TUBO GERMIN<"L ( • > DE CELULAS OVALES V SEUOOMICE· 
ROOUCCIO"' DE CL.A1•1DOSPOR.-.s ( • 1 LIOS GEMANTES. EN AMBOS MEDIOS 

NOTA: La adición de antib16t1cos al medio de cu1t1vo para clam1dosporas permite 
aislar directamente a Cand1da alb1cans a partir de la muestra clínica en estudio e 
identificar la formación de clam1dosporas. ·simultáneamente incubar por duplicado. a 2a•c 
y a 35•c de 24 a 76 horas, (opcional) 



Existen otros métodos quo han ~>ido 1nvest1gados para conseguir mayor 
conf1ab1hdad y raprdez en el diagnóstico :le las cand1d1as1s 1nvas1vas estos tienen 
como ob1et1vo la detección de antigenos y metabol1tos de Gandida sp en sangre y 
otras muestras b10Jóg1cas La contra1nrrunoelectrofores1s (CIE} 1nh1b1c,ón de la 
hemag1ut1nac1on oas1va aglur1nac1on ae part1cu1as de late;ii:, ELISA y 
rad101nmunoensayo son tecn1cas qu~ detectan ant1genos y metabol1tos 
procedentes de la porod citoplasma o metabolismo. sin embargo aunque las 
venta1as que puedto-.n apo~o:ir son !ndudables toda111a son poco U~des deb•do a 
que los resultados son tardados y clific1les de interpretar por la falta de 
;.~tandanzac1ón de antigenos y a que la espec1f1c1dad puede variar enormente .... 

Ad1c1onalmente se ha desarrollad•) la reacción en cadena de la pollmerasa 
para la 1dent1f1cac1on de especies de Candrda. pero debido a lo engorroso del 
método y su elevado costo no es apropiada para adaptarla a la rutina de trabajo 
de laboratono ~ .. " 

Se han probado métodos rápidos que rastrean levaduras que no son ni C 
alb1cans n1 C trop1cahs con los cuale~ es posible rea11zar una d1ferenc•ac1ón 
prosunt1va en 30 minutos sin ernbargo. éstos metodos todavia astan su1etos a 
1nvest1gac16n. tal es el e.aso de la prueba de la 4-metil-N-acetli-beta-D­
galactosam1n1da (UAG} t''' 

Por otro lado. se ha intentado la 11jent1f1cac1ón de levaduras por medios de 
culllvo selectivos y d1ferenc1ales. de los cuales. las placas de agar fluorado y el 
medio ID albrcans fueron evaluados y la sens1b1lldad de cada uno fue de 93 8°/o y 
la espec1f1c1dad de 98 6ºAi.. no obstante. su alto precio los hace poco 
costeat>les 'º' 

Además de los métodos de 1dent1f1cac1ón conocidos. se dispone de 
sistemas comerc1al1zados de fac1I uso q..1e permiten una 1dent1f1cac1ón rápida de 
las especies más comunes del género Cand1da. como el Un1-Yeast-Tek. el API 
20C o el AMS Yeast B1ochem1cal Car En este tipo de sistemas se emplea una 
sene de pocillos plásticos separados. cada uno de los cuales contiene un 
carbohidrato deshidratado u otro sustrato b1oquim1co Luego de la 1noculac1ón de 
la levadura que se desea 1dent1f1car. lé1s cartillas inoculadas se colocan en el 
módulo combinado de 1ncubac16n y lectura del instrumento respectivo y diodos 
luminosos dispersos leen con intervalos frecuentes en busca de turbidez 



Las ser"lales electrónicas entran en una m1croprocesadora desde Ja cual se 
imprimen en una tar1eta, códigos de mrcroorgantsmos generados por una 
computadora Los sistemas son relat1va'Tlente costosos y se /1m11an entonces a 
laboratorios con Ja cantidad de traba10 suf1c1en1e como para que su uso sea 
efectivo para el costo 11 ....... ...._.._ .. ,,._._ .. ..;1 

Este tipo de sistemas de 1dentrf1cacrón. especif1camente. el API 20C 
auxonograma ha sido comparado con la prueba de tubo germinal concluyéndose 
que el API 20C auxonograma tiene un porconta,e relativamente elevado de 
especies que dan tubo germinal pos1t1vo y que no son 1dent1f1cad.:JS como C 
alb1cans. aunado a esto, tenemos que h1Jbo un número s1gn1f1cat1vo de levaduras 
cuya 1dent1f1cac1ón no mostro ser totalmente confiable ,,.., 

Por lo anterior. retoman 1mportanc1a las pruebas que nada t1onen que ver 
con sistemas automatizados cuyos error9s técnicos y alfo precio los hacen poco 
favorables 

Aproximadamente 90% de todas las C alb1cans aisladas clin1camente 
producen clam1dosporas cuando son inoculadas por la tecn1ca de Dalrnau (Ver 
proced1m1entos) y aproximadamente 95% de todas Jas e alb1cans y e stellatoidea 
aisladas clin1camente producen tubo germinal cuando son inoculadas en suero a 
37ªC por tres horas f<l.J} 

En un estudio que comparó el !>istema Alb1str1p que es un método de 
ident1ficac1ón de colonias de C alb1can:; en 5 minutos, pero relativamente caro. 
contra la prueba del tubo germinal ut1l1zando como referencia el sistema API 20C. 
se encontró que el tubo germinal es 98% sensible y 95% especifico ,.~, 

Aunque no se trena 1nforniac1ón ac:erca de la sens1b1/1Cfad y la espec1f1crdad 
de la prueba de producción de c/amidosporas y tomando en cuenta la anterior 
comparación de Ja prueba de tubo germinal con un nuevo sistema ut!l1zando como 
referencia el método automatizado API ¿oc. en la cual se puede observar que la 
prOduccion de tubo germinal es muy confiable, la prueba de producción de 
clam1dosporas deberia de complemen•arse con otra para la 1dent1f1cac1ón de 
especie t••t 



Es importante hace.- nota.- que la b1bhog.-afia .-ev1sada se refiere 
1nd1st1ntamente al uso de las pruebas pura la 1dent1f1cac16n de e afb1cans y que 
posiblemente el uso mas generalizado de la prueba de producción del tubo 
germinal sea por su sencillez. relativa ra:>1dez y ba10 costo. conS•deranoo que las 
características anteriormente menc1onatlas se ouoden aqu1parar con las de 1a 
pr0ducc1ón de clam1dosporas. se pretend10 entonces determinar la conf1ab1hdad 
da esta última. lo cual nos perm1t10 valcrarla como prueba para la 1dent1f1cac1or. 
dehn1va de C atbrcans y en ~so de ac1: .. ptarla se tendrán datos de scns1bd1dad. 
espec1f1c1dad y potencia d1agnóst1C<l soorc tos cuales sustentar su ~mp\eo 

2.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Para llegar a un tratamiento sat1sf3ctono de la cand1d1as1s es necesario un 
riguroso segu1m1ento a nivel clin1co ~' d1agn6st1co que permita el régimen 
terapéutico adecuado Por tanto, es indt..dable que el laborator10 clin1co juega un 
papel muy importante en 1a prevención y el control de esta patologia 

Trad1c1ona1mente, la 1dent1hcac1ór. del agente et1ológ1co de ta candld1as1s 
se realiza mediante su a1slam1ento en mE>d1os de cultivo selectt\los y d1ferenc1ales 
observación m1c.rosc6p1ca e 1dent1hcac1ón por medio de pruebas b1oquim1cas 
(auxonograma y z1mograma) y espec1a1es (producc1ón de tubo germinal y de 
clam1dosporas) La presencia de tubo ge1 minal proporciona. can fines pract1cos ta 
1dent1ficac1ón de C alb1cans. s1 la prueb.J. se realiza como lo describe e1 metodo 
sin embargo, en ocasiones esta técruca puede no ser satisfactoria puesto que 
vanas especies Oe levaduras pueden d3r falsos pos1twos o negativos variando 
algunas de las cond1c1ones del rr:étodo. por lo que una prueba negativa no es 
definitiva y son entonces necesarias prunbas ad1c1ona1es para evitar d1agnost1cos 
erróneos. que conllevan a un tratam1en:o terapéutico inadecuado y oor tanto a 
1nfecc1ones recurrentes c1 ...... •.!'>• -~ 

Por lo anteriormente expuesto, la presente invest1gac1on tuvo como objetivo 
la dete.-m1nac1ón del grado de conhab1\ldad y por cons1gu1ente el valor d1agnóst1co 
de la prueba de producc1on de clam1dosporas. de la cual no se encontraron 
valores reportados de sens1b1lldad espenf1c1dad y potencia diagnostica en la 



b1bhografia revisada y por tanto se desconocen Se ut1hz6 como referencia la 
producción de tubo germinal, con lo cual. se tiene una técnica alternativa (prueba 
de producción de clam1dosporas) Q'-e puede ser utihzada como prueba 
conf1rmat1va, teniendo datos obtenidos experimentalmente. de sens101hdad y 
espec1f1c1dad sobre los cuales apoyar su empleo 

El método en estudio se sonet16 a pruebas para determinar su 
conf1ab1hdad, tas cuales fueron. el cálculo de su sens1bll1dad. espec1f1c1dad. valor 
prect1chvo y potencia diagnóstica. y que por tanto dan la pauta para recomendar 
su uso en los estudios cHn1cos y ep1dem11:>l6g1cos tn.u . .u ... .,. .... l 

Es necesario hacer notar que a·jemas de la valoración del métooo de 
producción de clam1dosporas. se estudio por otro lado. el efecto de la 
concentración de glucosa sobre la prc•ducc16n de tubo germinal, con esto se 
evaluó la conf1ab1hdad de la prueba º'"' tubo germinal. pues la reducción del 
tiempo de 1ncubac16n d1sm1nuirá la probao1lldad de falsos positivos,_, 

,. 



3. OBJETIVO. 

Se determinó la sens1b1hdad espec1f1c1dad y potencia d1agnóst1ca de la 
producc1on de ctam1dosporas en cepas de C aJt:ncans comparándose con las de 
la prueba de referencia producción de tubo gerrri1nal 

4.H/POTESIS. 

$1 la prueba de producción de c\arn1dosporas permite la 1dent1flcac1on de e 
alb1cans con una sens1b1hdad. espec1flc1ctad y potencia d1agnóst1ca mayor a BOªk. 
teniendo como referencia la producc16n ele tubo germinal que es la más empleada 
por sencilla. rap1da y de bBJO costo. se contaré entonces con un método 
d1agn6st1co clínico con una conf1ab1!1dad adecuada. practico y econom1co que 
puede ser aplicado como una altemat1va de 1dent1f1cac1ón de C alb1cans en los 
laboratorios m1crob1ol6g1cos 

5.D/SEÑO DE /NVESTIGACION. 

5.1. Tipo de estudio. 

La 1nvest1gac16n se reahzó de acuerdo a un estudio de tipo observacional, 
prospectivo. transversal y descriptivo 
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5.2. Población. 

Se estudiaron cepas serot1p1ficadas ATCC 

• 7 cepas de e alb1cans. 
• 2 de e stellato1dea 
• ., de e tropica/ls 
• 1 de e gwllermondu serot1p1f1cadas 

5.3. Criterio• de inclusión y excluaión. 

• Fueron incluidas cepas viables A.TCC (las antes mencionadas) 
• Se incluyeron cepas resemoradas de 48 horas de 1ncubac1on 
• Los sueros empleados fueron ae concentraciones de glucosa entre 150-
270 mg/dl y posteriormente de 10C•-120 mg/dl 

5.4. Variables. 

Variable dependiente Producción de clam1dosporas y de tubo germinal 

Variable 1ndepend1ente Medio de cultivo utJl1zado, temperatura de 
incubación. tiempo de 1ncubac1ón. métod•:J de 1noculac16n. tamaf\o de 1n6culo 
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Variable 

Produc:Qón de clamrdosporas 
Medio de cultivo utilizado 

Temperatura de 1ncubac16n 
Tiempo de 1ncubac16n 
Método de 1noculac1ón 

Tamar"lo ele 1nóculo 

Producción de tubo germinal 
Concentracrón de glucosa en suero 
Temperatura de incubación 
Tiempo de incubación 
Tamano de 1n6culo 

Véase tabla 1 7 2 y F1g 1 2 2 
l\.gar harina de maíz tween ea u 
:Jtro especifico para el fin 
30"C 
24 a 48 horas 
Método Dalmau (Ver 
;1roced1m1ento) 
lnóculo diluido aprox. un millón de 
:;élula&/ mi 

Véase F1g 1 2 1 y 1 7. 1 
150-250 mg/dl y 100-120 mgldl 
37•_ 4o·c 
1 5- 2 horas 
Asada de una suspensión de células 
E•qurvalente al tubo No.2 de Me 
Farland 

!S.!S./VATERIAL 

Tubos de ensayo 
Copillas de plástico 
Matraces Erlenmeyer 
Matraces Erlenmeyer 
Pipetas graduadas 
Pipetas graduadas 
Portaobjetos 
Cubreob1etos 
Cajas Petri 
Pipetas Pasteur 
Asa bacter1ológ1ca 
Mechero Fisher 
Gradillas 
Guantes de asbesto 
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13x100mm 

1000ml 
SOOml 
1.0ml 

50ml 
25 x 75mm 

22x22mm 



Guantes de cirujano 
Trip1e metálico 
Tela de alambre con asbesto 
Tenn6metro 
Maskang tape 
Marcador de Unta permanente 
Lápiz graso 
Espátula 

!l.S.EQUIPO. 

Microscopio óptico binocular 
Incubadora 
Autoclave 
Balanza analítica 
Refrigerador 

!l. 7.SUSTANCIAS. 

Feo. Agar glucosa Sabouraud 4% 
Feo. Agar para clamidosporas 

Suero humano patológico 
Suero humano normal 
Agua destilada 

Cart Zeiss de México 
20-60"C Riossa ECML 
Equipar 
MettlerH80 
American 

Merck cat. 5438 
Bioxon cat. 273-1 

151-270 mg/ di de glucosa 
90 - 120 mg I di de glucosa 



5.8. TECNICAS. 

Se realizaron las pruebas de tubo germinal y producc16n de c1am1dosporas 
a cada cepa (ver cuadro 5 8 1). rep1t1end1J cada prueba 15 veces. 

Procedimiento para la prueba de referencia 
(pro<lucción de tubo gefTTilnal). 

Se suspendió una peQuef'la porción de la colonia de la levadura en una 
copilla de plástico con O 5 mt de suerc· humano patolOg1co (150-270 mg/dl de 
glucosa). Los tubos inoculados se incubaron a 37°C durante 1.5 horas Luego de 
la 1ncubaci6n se colocó una gota de la suspensión de levadura en un portaobietos 
y se examinó con ob1et1vo 1 OX en busca de tubos germinales F1g 1 2 1 y 1 7. 1 

Procedimiento para la producción de clamidosporas 
(T6cnlca de Dalrn.u). 

Se inoculó una placa de agar p;ira clam1dosporas haciendo tres cortes 
paralelos a 10 mm de d1stanc1a entre si. con un angulo de 45º Fig 5 B 1. Se tapó 
la placa y se incubó a temperatura amb1'3nte durante 24 a 48 horas. Luego de la 
incubación se examinaron las áreas de ·:rec1miento con objetivos 10X y 40X Se 
observaron los patrones· de crecimiento y se interpretaron los resultacos usando 
los criterios descritos en ta tabla 1.7 .2 y f*ig. 1.2.2. 



z 
z 

Fig. 5.8.1. Forma de siembra en Z i:ara la producción de clam1dosporas. 



CUADRO 5.8.1. 

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA TECNICA DE COMPARACION DE 
METODOS DE IDENTIFICACION. 

Cepas 
ATCC 

Resembrar la cepa en 
Agar Glucosa Sab:>uraud 

1 

Suspender una pequefia porción./ 
de la colonia aislada de Ja leva-
dura en 0.5 mi del suero humano• 

Incubar a 
37ºC x2 hrs-

Colocar una gota de Ja suspensión 
de levadura en un portaobjetos y 
examinar al microscópio en busca 
de tubos germinales (Ver figuras 
1.2.1 y1.7.1.) 

1 
Incubar a 
37ºC x 24 hrs 

Inocular una placa de Agar 
para clamidosporas haciendo 

estriasen forma de .. Z ·,como 
lo índica la f1g. 1. 7 .2. 

Incubar a 
temperatura 
ambiente x 48 h 

Colocar un cubreobjetos sobre la 
supeñicie del agar y examinar al 
microscópio en busca de cfami-
dosporas (Ver tabla 1. 7.2 y fig. 
1.7.2a 1.7.11.) 

• La concentración de glucosa utilizada fue de 150 a 200 mg I dl para el primer 
ensayo y posteriormente se empleo concentración menor a 120 mg I di. 

- El tiempo de incubación de 2 hrs., es el mencionado en el método de refenc1a 
pero se realizó una serie de ensayos prolongando el tiempo hasta 3 hrs. 



fS.DISElilO ESTADISTICO. 

Según el nivel de med1c16n de las vanables que se estudiaron así como las 
caracteriaticas del tipo de estudio que se llevó a cabo, los resultados obtenidos se 
sometieron al análtsis estadisuco propuesto en el Teorema de Bayes. Cuadro 
6.1.1. 

P...- de 
diagnóstico. 

(Produeei6n de 
ci.-nidoiU'V'H'BS) . 

-
Total 

CUADl'O e.1.1. 

Tabla - contingencia -tadlatlca 
T-madea.ye• 

Prueba de reft=-rencia. 
(Producción de tubo netnlinal\ . -

A B 

e o 

A+C B+D 

A = número de casos verdaderos positivo 
B = número de casos falsos pos1tn.-o 
C =número de casos falsos negat1"'0 
O = número de casos verdaderos r.egatlvo 

,,, 

Total 

A+B 

C+O 

A+B+C+O 



8. ~.FORMULAS ESTADISTICA$. 

Sensibilidad 

Espec.ificidad 

Valor predictivo poartJvo 

V•lor- predictivo f"'8Q9tivo 

Indice de falsos positivos 

Indice de falsos negativo• 

Potencia 
diagnóstica 

S=A/A+C 

E=D/B+D 

VPP=A/A+B 

VPN=D/C+D 

IFP = B /A+ B 

IFN = C /C +O 

PO = (A+D) I (A+B+C+O) 

VPP: V•lor prcdkdvo poÑIÍ"O. VPN: V•lor prcdicth'O -a-tho, IFP: lndkc de f"al- poiNrho 
IFN: ladke de fallOa -.rpti,....,. A: Vcr4-ck.-- pnaitivo.. B: Fal- puUti"°' C: FalM>• rwpti,.·oa. 

D: Venbdrro- -..•"'-.PO: Polenc:J• dJa1:nós1ica. 



7.RESULTADOS. 

Tabla 7. 1. Frecuencia de resullados por cepa para la prueba de tubo germinal 
(empleando suero con concentrac1ón ele •;alucosa de 150 a 250mg /di) 

P- t-r~&ack- ru-•ll"'09 
N 1--~g de nc..,t•-
Al - A7 c·......tu1aa1h'~"cci--de l •7 
CT· C""4,_ ff'r>f"•ral1• 
es 1 ' CS2 C.-1""1 ,,,,,,,,.,a.J_ Cq.s 1 ' 2 
CU L0

~.Ju1CV1ll,,,_,,,,,.,¡11 

Tabla 7 .. 2. Frecuencia de resultados por cepa para la prueba de producción de 
clamidosporas realizada simultáneamente con la prueba de tubo germinal de la 
tabla 7.1 

P Fn:cucnc1a de pos1l1v'" 
N F~uencta de ne¡cahvo<1 
Al -A7 <"cuui1dqa/h•c.ui•CC'f"'l•dc la­
CT c-~u:la rrnpocalu 
CSI y CS2 Candi.Ja u.-1/ato•d-e~ .. 1 ... :? 
CO C'~oda KM•ll,,.,.,.onJ., 



Tabl• 7.3. Frecuencia de reault.OOa por' cepa para I• pruet>a de tubo germinal 
(empleando c:onC9<'1.,_,,ón de gl....,.,.. _ 100-200 mg I di) 

... ~-·.-. ... 
NF~ck .... ,._ 
Al •A7 <-......... ...-...C-C .... • l •7 
CT.C.-..... ......... 
CSlyCS2·C.......-.l.....,_C .... ly2 
(.'O (" .......... --"-'---"' 

Tmi. 7.•. Frea.nci• - ..... - por oepe -· I• pruebe - produeción de 
ct.midoaporaa ,...uz.caa aimu~t• con la prueba de tubo germinal de la 
-7.3. 

P· F1eci,10M.:a• de pus1uvos 
N f:1CCUEnCN11 Je nc&llU"'" 
Al -A7 CanJ•doQlh1nuuCcpa.9dc Ja 7 
CT C&UNl.J.J ,,....,p,C"Qh• 
CS 1 y CS2 ~u#Q •1•llatou1- Cepu. J y: 
ce; Ca-lula p•ll~....,,,,.¡,, 

.. 



Tabla 7 5. Frecuenc.a de resultados por- cepa para la prueba de lubo germinal 
(realizando la prueba en un tiempo de 3 horas). 

p f·......-un..i.a de .-ab­
N l-'1~ ... ·~·-
Al -A7 C..._,..~~Ccpu.<k l •7 
CT. e__.. ,...,,.c.1u 
C51 )' CS2 C-U.J.. """ª~Cepa. 1 !" l ca c..-_..._,,___,,,,, 

T.-bl• 7.6. Frecuencia de resultados Por cepa para la prueba de producción de 
cJamidosporas realizada simultáneamente con la prueba de tubo gerrmnal de Ja 
tabla 7.5. 

P Freoi;:lM:n<..aa Je p<>111t1\V"11 

N Fra.:ucnc1a de ncpll"'ll>'I 
Al -A7 <"anJ•dd alb•CUn• Cep.1• Je: 1 o1 7 
CT Cartd•Ja rropic-aJ.1 
es 1 "' CS2 CaN.Ja .. ,,11a1u.Jra ecp.s 1 '." Z 
CU Can.Ju/a JCN•ll'r-°"4Ju 

'º 



Tabla 7.7. Confiabilidad diagnóstica del método de producción de clamldosporas con respecto a la prueba de 
tubo germinal para la Identificación de especies de Candida. 

p 

P: Frecuencia de posit~os 
N: Frecuencia de negalivos 
S: Sensibilidad 
E Especificidad 
PD: Potencia diagnostica 
TG: Tubo germinal 
CL: Clamidosporas 

s N 

Prueba estadística 

E VPP VPN 

VPP. Va:Or predictivo positivo 
VPN Valor predictivo negativo 
IFP. Indice de falsos positivos 
IFN Indice de falsos negativos 

IFP IFN PO 

'Para la prueba de lubo germinal se empleó suero humano con una concenlración de glucosa enlre 150· 250 mgl di. 

lt 



Tlbl17.8. Confi1bllldad diagnóstica del !Mtodo de tubo germlllll rt11izado a una concentración de 150 mg/dl en 
rel1tlón 1 la misma prueba efectuada a una concentración de 120 mg/dl para la Identificación de Candida 
1/blc1ns. 

p 

TG I"-.. 34 

TG' "J31 

P: Frecuencia de positivos 
N: Frecuencia de negativos 
S: Sensibilidad 
E: Especificidad 
PO: Potencia diagnostica 
TG: Tubo germinal 

5 N 

Prueb1 11tadl1tic1 

E VPP VPN IFP 

VPP: Valor predictivo positivo 
VPN Valor predictivo negativo 
IFP: Indice de falsos posilivos 
IFN: Indice de falsos negativos 

IFN PO 

'Para la prueba de tubo germinal se empleo suero humano con una concentración de glucosa entre 100-120 mg/ di en 
comparación con la técnica de referencia que utiliza suero humano con glucosa entre 150-270 mg/dl 
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Tabla 7.9. Confiabilidad dilgllÓ1tic1 del m61odo de producción de IUbo germinal 1 3 horas de incubación en 
relación con la lecnic1 de referenci1 que emplu 2 horu de incublclón, para la ldenlificación de Candida 
albicans. 

p 

P: Frecuencia de positivos 
N Frecuencia de negativos 
S Sensibilidad 
E: Especificidad 
PD: Potencia diagnostica 
TG Tubo germinal 

s N 

Prueba es11di1tic1 

E VPP VPN IFP 

VPP: Valor predictivo positivo 
VPN Valor predictivo negativo 
IFP: indice de falsos positivos 
IFN. Indice de falsos negativos 

IFN PO 

"La prueba de tubo germinal se realizó en un tiempo de 3 horas, mientras que la técnica de referencia se efectúa en un 
lapso de 2 horas. 
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En la tabla 7.7. se observa que la confiabilidad diagnóstica de la prueba de 
producción de ctamidosporas empleando la técnica de Oalmau es BB % lo que 
indica que la prueba es confiable. observándose además unos valores de 
sensibilidad y especificidad aceptables. 



En la tabla 7.6. se tiene que la Cjnfiabilidad diagnóstica de la prueba de 
tubo germinal realizada con suero humano con valores de glucosa menores a 120 
mg I di es de 89 % lo que 1nd1ca que es una prueba confiable además de 
específica y sensible dados sus valores de 86 ºAa y 95 % respectivamente 



En la tabla 7.9. podemos observnr que la confiabilidad diagnóstica de la 
prueba de tubo germinal realizándola en un tiempo de tres horas es de 85 %, 
valor relativamente mas baJO a lo obser,.tado realizando el método estándar de 
dos horas, pero ademas, el indice de falsos positivos aumenta considerablemente 
lo que repercute en su espeoficidad que disminuye a 65 %. 



B.ANAL/SIS DE RESULTADOS. 

La 1dent1ficac1ón de levaduras e~. dentro del d1agnóst1co m1crob1ol6g1co. 
una parte considerable del traoa10 de lat>oratorio ya sea. por el tiempo necesario 
para su a1slam1ento o por las rutinas empleadas en su 1denllf1cac16n 

Dado el auge que han tomado tas técnicas serológ1cas y los métodos 
automatizaaos de 1dent1f1cac1on de levadul"as. se ha tenido la necesidad de 
buscar un método que sea accesible. reproducible y rápido debido a que hay 
laboratorios que no cuentan con la cantidad suf1c1ente de trabaJO como para que 
el uso de métodos serológ1cos o automatizados sea costeable 

S1 bien. anteriormente la pruebo de producción de clam1dosporas era 
recomendada como Ut1I para la 1dent1f1c.c1c1on de C alb1cans y otras especies. al 
desarrollarse la prueba de tubo germinal. reemplazó a la primera por su sencillez 
y rap1da 0JCCUCtÓn 

No obstante. la prueba de tubo g.:trm1nal llene el inconveniente de que al 
realizarse en un medio natural. no es fá~1I mantener constante su compos1c16n y 
por lo tanto varian los resultados. adomás de que hay algunos factores de 
proced1m1ento que aún cuando se pueden controlar hay variaciones de uno a otro 
ensayo, tal es el caso del tamaño del 1nóculo. la edad del cultivo así como el uso 
de sueros almacenados y mezclados 

Por otro lado, la prueba de producción de clam1dosporas maneJa un medio 
s1ntét1co de compos1c1ón constante y factores de proced1m1ento s1m1lares a la 
producción de tubo germinal 

Cuando una técnica de d1agnóst1co tiene muchos factores que influyen en 
el resultado (variables independientes), es 1nd1spensable un control estncto de 
cada uno de ellos. en el caso de Ja prueba de producción de tubo germinal, seria 
muy engorroso tratar de controlar vanab es como son. concentración de glucosa, 
pH y las sustancias presentes en el suero 



Como consecuencia de lo antes menoonado, se ha tratado de 
estandarizar este método empleando suero humano con drferentes 
concentraciones de las sustancias presentes en él (glucosa. calcio. c1steina. 
proteínas. urea. hemoglobina. etc). Ln presencia y concentración de estas 
sustancias pueden alterar los resultados Además. se ha probado trabaJar con 
pools de suero o con sueros 1nd1v1duales frescos o almacenados 

Todas estas cons1derac1ones, se controlaron por modio de la ut11tzac1ón de 
un proced1m1ento reportado en la literatura. en donde se concluyó Que las 
condiciones óptimas para la formación do tubo germinal son un pH entre 7 5 y 8 5 
y una concentración de glucosa entre 151 y 270 mg/ di, con las cuales se 
observará el tubo germinal en 1 5 horas sin embargo ésto no se d16 puesto que 
hubo que incubar exactamente 2 O horas para que la proporción de tubo germinal 
formado pudiera reportarse como pos1t1vo o negativo 1~1 

Este mismo método se realizó er,pleando suero humano con valores de 
glucosa menores a 120 mg/ di, con lo ·=ual se valoró el efecto que produce la 
concentración de glucosa en la formación de tubo germinal Se ha observado que 
la concentración de glucosa afecta de manera poco s1gn1f1cat1va a la formación de 
tubo germinar, ya que ésta se d16 en menor proporción en suero humano con 
valores de glucosa bajos. aumentandc ésta, en concentraciones de glucosa 
relativamente mayores (151 - 270 mg/dl) 

A su vez el método se mod1f1có on la 1ncubac1ón prolongándose hasta 3 
horas con lo que pudo visualizarse la formación de tubo germinal en cepas 
diferentes de C. alb1cans. La 1mportanc1a de este paso radica en que, con ésto se 
comprueba que cepas no C alb1cans pueden formar tubo germinal a períodos de 
incubación mayores a las dos horas esta::>lec1das por la técnica para el método de 
referencia. 

En la realización de la prueba de tubo germinal. se observó que el uso de 
sueros almacenados puede d1sminu1r la formación de éste o quizá se lleve a cabo 
más lentamente. Es claro que el almE1cenam1ento de un suero produce una 
mod1f1cac1on en sus características f1s1c;oquim1cas debido a la degradación de 
alguno o vanos de sus componentes aún en condic1ones de congelamiento y que 
ésto sea la causa de la d1sminuc1ón de la formación de tubo germinal 
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lnd1scut1blemente el tamaf'lo del 1róculo afecta la capacidad de formar tubo 
germinal debido al consumo de nutrientes por un mayor numero de células. por lo 
cual. para la observac1on de un tubo germinal pos1t1vo. la asada debe ser 
pequef'la o prepararse una suspensión de celulas con el tubo OS de; nefelómetro 
de Me Farland para que finalmente la cantidad de células por inóculo sea 
aproximadamente de un millón de céh .. .113s por mahlltro. con esto se espera que 
todas las levaduras inoculadas tendrán C:lntacto con los sustratos 

Cuando se ut1l1zaron levaduras de cultivos de más de 24 hor-as de 
1ncubac16n {~v1e1os"), pudo d1stingu1rse una ba1a capacidad para formar tubo 
germinal. ésto a causa de ta d1srn1nuc16n de las funciones b1oquim1cas producida 
por ta reducción de nutrientes del medio. lo cual produJO que aUn cuando las 
células de levadura mostraron una baJa capacidad de formación de tubo 
germinal. se alcanza la proporción requerida para dar un resultado pos1t1vo 
después del tiempo de 1ncubac1ón establecido. siendo un 1nconven1ente para la 
sens1b1hdad de éste método ya que estc•s cultivos se reportarian entonces como 
no C alb1cans. si sólo se tiene el resultado de la prueba de tubo germinal 

Otro inconveniente encontrado a la prueba de tubo germinal es que el 
suero debe estar a temperatura ambiento al inocularlo pues se observó que tarda 
más tiempo en formarse el tubo germinal debido quizá a que la temperatura 
reportada como óptima para su formación es entre 37º y 41ºC 

Comparando estos parámetros con lo observado en la prueba de 
producción de clam1dosporas encontrarros que. in1c1almente, la preparación del 
medio para la formación de clam1dospon:1s como se 1nd1ca en el apend1ce, es muy 
sencilla y por tanto, la pos1b1lldad de que se cometan errores en la compos1c1ón 
es min1ma 

Según el estudio realizado por Kam1nish1 y cols (1994) la completa 
aireación del cultivo y su incubación a temperaturas entre 26º y 28ºC es 
determinante en la formación de las clam1dosporas. ya que no se forman en 
condiciones anaerobias y al rebasar temperaturas de 30ºC. por tanto, fue 
importante la 1ncubac1ón de las plaCé1s de agar inoculadas. a temperatura 
ambiente, a la cual se observó la óptima •ormac16n oe clam1dosporas 
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En otro estudio. que investigó las cond1e1ones particulares de C alb1cans: 
se colocó la levadura en cond1c1o"es aerobias y anaer-ob1as vanando 
concentr-ac16n y car-boh1dl"ato utilizado CO'T"IO nutriente En este estudio se 

encentro que el sum1n1stro adecuado de oxigeno es el factor" Que més ,nfluenc1a 
en el crec1m1ento da C alb1cans y que cuando esta característica se cumple. se 
des.-rcllan tanto las formas de esporulac16n (clam1dospora&) asi como las formas 
inv•••v•• (tubo ~1nal y paeudom1cel10). , .. , 

Lo anterior aa confirmó al 1ncubw las pi.e.is de agar en bOl&as de plast1co 
a temperatura ambiente. con lo que .. pensó avit• la c:ontam1nac16n. san 
embargo. la formación de ctam•doSP<>raa so 1nh1be obaentanaose un• Da,a o nula 
produCC1ón Para probar aste efecto. pcater1onnente se incubó toda la sene de 
pl.:aa de ag.mr pero .,.,ora en cond1c1cnea totalmente -rob1•s. observéindose 
entonce• I• fonnao6n de ctam1dosporaa. 

En c:u.-.to a I• cantidad de tn·XukJ nacesena pera la formac10n de 
cl•THdoaporas. tenemos que. al colocar 1n6culoa •9P9SO•. tarcleban mas en 
form.,.... las ciamidosporas y •I inocular con cantidad9• pequel'\•s de levaduras. 
I• formectón .. daba "'*9 rápi~t• Al no encontrarae totalmente 
esciarecidos. los rnecen1amo• de trens1c1ón de célul•• de levadura a espora. no 
ea fkll la explicación de fenómenos corno el .-ites mencionad<>. aan embargo. se 
ha encontrado que •I coniportam1ento dE- las levaduras ea muy constante cuando 
las cond1cionea que se emplean aon aim1tarea. 

Una vez determinada la senaib11ictad. especafic.idad y pot80Cla d1agn6st1ca 
de la prueba de producción de c1am1dosporas con diferentes cepas de Candada, 
tomando como referencia la de tubo germinal. se ha podido observar que tales 
parán-tetros son s1m1lares y que por consiguiente, es posible su ut1hzac16n de 
modo 1nd1stínto además de que ya q1,...e los resultados son mayores al BOªk 
(sens1b1lldad 89%, especificidad 86%, potencia diagnóstica 88%). se tiene, que el 
método altemativo es confiable y práct1c.o; adaptable a todos los laboratonos de 
d1agnóst1co. 

Paralelamente a la comparac1on de la prueba de producc1ón de 
clam1dosporas con la de tubo germmal. se comparó ademas. la prueba de tubo 
germinal utilizando suero humano con c-..oncentrac16n de glucosa entre 100-120 
mg/dl utilizando la prueba de tubo germuial con una concentrac16n entre 150-270 
mg/dl como prueba de referencia, esto se realizó con la idea de comparar el 
efecto que tiene la concentración de glucosa sobre la producción de tubo 
germinal. De igual manera se comp.31r6 la prueba de tubo germinal con 
concentración de glucosa entre 150-270 ,,g J di pero ahora variando el t1Efmpo de 



1ncubac16n a tres horas con lo que se pretendió evaluar el efecto del tiempo de 
1ncubac1ón sobre la producción de tubo ;3erm1nal y por consiguiente el resultado 
de la prueba 

En cuanto a la comparación con c:1ferentes concentraoones de glucosa se 
observa que los resultados en amoas p,-uebas son aceptables siendo 
sabsfactonos los valores de sens1b1hdad '.86ºA:.) y espec1f1c1dad (95%) de la prueba 
de tubo gerrrunal a concentración de glucosa entre 100·120 mg/ di La potencia 
diagnóstica (89%) que se obtuvo pa,-a la prueba de tubo gerrninal a la 
concentración de ensayo es aceptable por lo que se puede concluir que las 
variaciones que se encontraron en los resultados son producidas por errores 
inherentes al traba10 experimental y a la!. variaciones b1ol6g1cas relaClonadas con 
las cepas. las cuales pueden cons1deran;e como no s1gnif1cat1vas. 

Analizando la comparaoón realizada a diferentes tiempos de 1ncubac16n de 
la prueba de tubo germinal. se tiene un aumento en la frecuencia de pos1t1vos lo 
que conlleva a una d1sm1nuc16n en el valor pred1ct1vo positivo (83ª.k) pues hay 
menor posibilidad de que la prueba resulte positiva al estar presente la 
enfermedad La notable d1sminuc16n de la especificidad (65%) de la prueba al 
incubar durante tres horas se debe también a la mayor frecuencia de positivos 
observada pues la prolongación del tiempo de 1ncubac16n provoca falsos positivos 
ya que levaduras drl'erentes a C alb1car1s pueden producir tubos germinales La 
potencia diagnóstica (85º/o) aunque es aceptable. ha disminuido por lo 
antenonnente mencionado lo que conf1rrna que las vanac1ones experimentales o 
los errores técnicos que puedan cometerse asi como las variantes b1ol6g1cas. 
influyen en los resultados 

El único 1nconven1ente que muestra este proced1m1ento es el empleo de un 
medio de cultivo extra. lo que 1mpllca la necesidad de ca1as Petn, el medio 
adecuado (agar para clam1dosporas) y t1E1mpo para su preparación 
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9.CONCLUSIONES. 

La producción de clam1dosporas por células de Candlda alb1cans fue 
evaluada como métOdo de 1dent1ficaci6n ut1hzando como referencaa la prueba de 
tubo germinal obteniéndose una confiabilidad diagnóstica aceptable (88%) 

Las condicionas aerobias y el control de la temperatura de mcubaoón son 
factores ciave en las pn.H!!tbas de producción de tubo germinal y de clam1dosporas. 
siendo necesarios un 6ptilll0 aum1n1atro ele oxigeno en .-nbas técnicas así como 
una temperatura entre 37•. 41-C y 25º· 29'9C, respec:tivanente 

Se concluye entonces que arnb•s pruebas pueden ut1l1zarse de manera 
indistinta en la ident1ficao6n de cepas da Candid•. pero que además. la 
utilizac:tón de los dos métodos simulténeamente contribuye a una me1or 
ident:ific.ctón avalada par dos métodos confinnatrvos de alta sensibilidad, 
especificidad y poten~a diagnóstica. 

Se puede entonces hacer mención del trabajo de .Josh1 y cols. (1993) 
quienes proponen un medio, el agar extracto de arroz tween 80 con el cual 
identificar morfológicamente especies do Candida. En éste, es posible observar 
primero la formacrón de tubo germinal incubándolo a 37°C durante 3 horas y 
posteriormente. la aparic.ón de clam1dosporas y micelio cuando se mcuba a 25ºC 
de 24 a 72 horas. 
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10.APENDICE. 

Fórmula y preparación de medios de cultivo 

AGAR DE DEXTROSA Y PAPA. 

Fórmula aproximada en gramos pc1r htro 

Infusión de papa 
Deatrosa 
Agar 

pti final 5.6 ± 0.2 

200 
20 
15 

Suspender 39 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. 
Rehidratar de 10 a 15 minutos. Calentar agitando frecuentemente y hervir durante 
un minuto. Estenlizar a 121·c (15 lb dn presión) durante 15 minutos. Una vez 
estenhz.ado enfnar a unos 40•- so·c y vaciar en ca1as de Petri. 

Usos: 

Se emplea en el aislamiento e identificación de hongos y levaduras de 
acuerdo con su morfología colonial o en métodos de microcultrvo en por1aob1etos. 

AGARBIGGY 

Fórmula aproximada en gramos pc•r litro. 

Citrato de amonio y bismuto 
Sulfito de sodio 
Dextrosa 
Glicina 
Extracto de levadura 
Agar 

pH final s.e± 0.2 

50 
30 
10.0 
1D.O 
, o 
15.0 
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Preparación. 

Suspender 45 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada 
Hidratar de 10 a 15 minutos Calentar &grtando frecuentemente y hervir durante 
no más de un minuto Oe1ar enfnar a 45> - SOOC. Agitar c.rcularmente y vaciar en 
e&JBS de Petri esténles. ut1hzando apro,.1madamente 20 mi para cada placa No 
ester1ltZar en autoclave. 

Usos 

El agar B1ggy es útil para aislar C a/b1cans y C. trop1calls y para la 
1dent1ficación de especies por rnedu> de la reacción de sulfuro segun 
N1ckerson 1sn. (Ver tabla 1 . 1) 

AGAA GLUCOSA SABOUAAUD. 

Fórmula aprox1rnada en gramos por htro. 

Mezcla cte peptonas 
Glucosa 
Agar 

pH final 5.6±0.2 

Preparación. 

10.0 
GO.O 
15.0 

Suspender 65 g del medio deshidratado en un htro de agua destilada 
Hidratar de 10 a 15 minutos. Mezclar bien hasta que se obtenga una suspensión 
uniforme. Calentar agitantdo ff'"ecuentemonte y hervir durante un minuto. D1stnbuir 
y esterihzar a 118°- 121°C (no más de 15 libras de presión) durante 15 minutos 

Usos. 

Se emplea en el aislamiento y conservación de hongos patógenos y 
saprófitos. 

Cuando los materiales en estudio estén altamente contaminados. el 
aislamiento mejora si se ar'\aden al medie sustancias ant1microb1anas selectivas 

Para disminuir el crecimiento de otros microorgan1smos se usan varios 
inhibidores como el telurito, sales biliares y colorantes. 



AGAR PARA CLAMIOOSPORAS 

Fórmula aproximada en gramos pc•r litro 

Agar 
Sulfato de amonio 
Fosfato monopotésico 
Azul de Tnpán 
Polisacéndos purificado• 
B1otinm 

pH final S. 1 ~ o 2 

Prepar11C16n. 

15.0 
1 o 
1 o 
010 
2::>.0 
SOmcg 

Suspender 37g del polvo en un litro de agua destilada. Hidratar pot" 10 
minutos. Calentar con agitación continua y hef'V1r un minuto. Estenhzar en 
autoclave a 15 hbt'"•s de preaiOn durante 20 minutos. Vaciar en ca1as Petn (12 mi 
Po' C8fe de 9 - 1 o cm de diámetro). 

Uaoa. 

Medio especial que promueve y favorece la formación de clam1dosporas 
por Candida atbicans.,,. .. Una tensión lig~amente baja de oxigeno resulta óptima 
para I• obtención de clamid<>sporas por lo que la resiembra deberé hacerse por 
incisión profunda. 

Si desea preparar este mecho aún más selectivo: de1arlo enfriar entre 45° -
SO°C y agregar 40 unidades de pemc11iné1, 40 m1crogramos de estreptom1c1na y ae 
0.1- 0.5 mg de ciclohex1m1da por mi de medio de agar para clam1dosporas. Hay 
que tomar en cuenta que un cierto número de especies de Cand1da son inh1b1das 
por 0.5 mg de ciclohe•1m1da. Sin embaro. la mayor parte de las cepas de Candlda 
a/bicans son resistentes a 5 mg I mt de dicha droga Pueden ut1hzarse otras 
mezclas antimicrob1anas como Pol1m1x1na B (6000 unidades)+ Bacitracina 100 mg 
+ 1 00 mg de Cicloheximida en un litro de medio de cultivo; o bien, 50 mg de 
Cloranfen1col en 1000 mi de medio 



MEDIO BASE PARA LA FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS PARA LA 
IDENTIFICACION DE LEVADURAS. 

Fórmula aproximada en gramos pc1r htro· 

Peptona 
Cloruro de sodio 
Extracto de carne 
Hidróxido de sodio 1 N 
Agua dasblada 

10 
5 
3 
1ml 
1 L 

Preparaoón del indicador pUrpura de bromocresol. 

Dtaolver O 04 g de púrpur• de bromocresol en 1 00 mi de agua desulada 
Agregar una pequet'ta cantidad de Na0t4 1 N para alcalinizar la soluoOn y de1ar 
reposar durante la noche 

Después que el colorante está t!n la solucaón, agregar HCI 1 N hasta 
alcanzar el pH neutro. 

Preparación de tubos con medio b3se. 

Usar tubos de 18 mm x 15 mm ccnteniendo 9 mi de caldo con 1nd1cador y 
un tubo invertido de Ourtiam. Agregar 100 mi de 1nd1cador a un lttro de caldo de 
fennentao6n. Esterilizar medio de caldo con indicador en autoclave a 121•c 
durante 1 5 minutos Agregar O 5 mi :te la solución de almacenamiento de 
carboh1dratos a los tubos ce medios con indicador 1nmed1atamente antes de usar 

Usos: 

Las pruebas de fennentac1ón de carboh1dratos son üt1les como 
complemento de los resultados de las pruebas de as1m1lac16n de carboh1dratos en 
ta 1dent1f1cac1ón definitiva de especies de levadur-as recuper-adas de muestras 
cl1n1cas. 



AGAR BASE NITROGENADA LEVADURA. 

Proced1m1ento de preparación 

Preparar una solución de agar al 2ª.ló ( 20 g de agar por litro de agua 
destilada) Colocar en autociave durante 15 minutos a 121•C/ps1 

Disolver 6 7 g de basa nitrogenada-levadura en 1 00 mi de agua destilada 
A,ustar el pH a 6 2 - 6 4 agregando NaOH 1 N Descartar 1 2 mi de la so1uc16n 
Estenhzar por f11trac16n a través de un fil-ro M1ll1pore apropiado Agregar 88 mi de 
ba9e n1t,.-ogenada levadura y 100 mi de indicador púrpura de bromocresol. 
preparado como para la fermentación do carboh1dratos. a un litro de la soluctón 
de agar al 2% Verter en cajas de Petri e!oténles 

Usos: 

Las pruebas de ut1hz&c.1ón de car-b0h1dratos se usan ampliamente para la 
1dent1ficación defin1t1va de las levaduras de 1mportanc1a clínica empleandose 
corno medio el agar base n1trogena'1a levadura y discos de papel filtro 
impregnados en carbohrdratos que pueden ser comerciales o preparados 
sumergiendo discos de papel filtro de ~o mm de diámetro en una soluoón de 
carboh1dratos al 1% y secando antes de usar. 
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