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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas constituyen una de las principales causas
de consulta médica y siendo tan amplia su vanedad es necesara la paricipac:on
del laboratorto de analis)s clinicos en ia identificacién del agente etiolégico en el
menor lempo posibie y a costos razonabies

Dentro del grupo de microorganrnis Mes que pueden ocasionar una infeccion
se encuentran los hongos y en particu ar las levaduras, para su dentthcacion
existen actualmente técrnmcas automatzadas que por su alto costo son pPoco
accesibles a poblaciones de ba,;0s recursos ecConomICos

Hoy en dia. l!a dentificacion defimtiva de especies de levaduras., en
particular del génerc Candida se efectus utihzando |la prueba de produccion de
tubo germinal a la cual se han reahzado estudios de evaluacidn de confiabiidad
diagnostica siN embargo. es Necesario tener en consideracion otra prueba a fin de
qQue sea una allemativa de (dentificacion

El presente estudio determind la sensibihidad, especificidad y potencia
diagndstica de !a prueba de produccidn de clamidosporas en cepas
serotipificadas de Candia comparandose con las de Ia prueba de produccion de
tubo germinal. empleada como prueba de referencia por ser la mas empteada por
sencilla y practica, con lo cual se tene un metodo diagndstico con una
confiabiidad documentada. practico y e-onomico que puede ser aplicado como
una alternativa de denuficacion de C ailbicans en los laboratonos

rmicrobiolégicos

El meétodo de referencia prueba de tubo germinal se realizd con poois de
Sueros Con unaconcentracion de glucosa de entre 150 - 270 mg/ dl como inchica ia
hteratura, y 1a produccion de clamidosporas se realizo por el meétodo Daimau
ambas pruebas se efectuaron a 7 c2pas de C albicans, 2 cepas de C
stellatoidea, 1 cepa de C trooicahs y 1 cepa de C guidlerrnondn repitiendo cada
prueba 15 veces




Obteniéndose tos resullados de sensibiiidad, especificidad y potencia
diagnostica (B9%. 86% y 88%, respectivamente) se concluyd que la prueba de
produccion de clamidosporas es una técnica confiable y reproducible, la cual
puede ser utilizada como prueba de dertificacién definitiva de C. a/bwcans siendo

adaptable a todos tos laboratornos de diagnostico




INTRODUCCION.

Hoy en dia, los grandes laboratorios echan mano de herramientas muy
los padecimientos y las

diagndstico mucrobiolégico  de
técnicas automauzadas e

sofisticadas en el
pudiéndase utihizar
ta microscopia, cultivos

candidiasis son un ejemplo.
inmunologicas ademas de las ya tradicionales como son
bacterioldégicos y pruetas bioguimicas bl scando con esto una mayor confiabihdad
diagnéstica, sin embargo, en paises en vias de desarrrollo. ios microbidiogos se
limutan a la utilizacdn de técnicas cue van de acuerdo Con SUusS recursos
BCONGMICOS (13-4

Indudablemente es muy importante un diagnoshco Oporntuno y certero con
el cual sea factible proporcionar un tratamiento especifico que realmente elimine
al microorganismo causal evitAndo asi infecciones recurrentes

Dentro del diagndstico microbioldgico, la microscopia, el a:slamiento a
través de cultivo bacternoldgico y las pruebas bioquimicas son generalmente, tas
técnicas mas empleadas ademas de pruebas para la confirnmacidn de especie, en
el caso especifico de las candidiasis, en las cuales. la identificacion se reahza
empleando métodos bioQuimicos coma el auxonograma y el zimograma y pruebas
para confirmacidn de especie como la produccion de tubo germinal y de
clamudosporas. Por tanto, la identificacio del agente eltoldgico de la candidias:s,
en la cual se realicen todas estas pruebas es tardada y laboricsa. por io que. la
presente investigacién establecid el grado de confiabiidad de la prueba de
produccion de clamidosporas utihzando como referencta la técnica mas empleaca.
produccion de tubo germinal y con esto se propone el uso de una prueba cuya
potencia diagndstica sea satisfactorna para la dentificacion de Candida albwcans
en caso de no contar con 10s reactivos para la de tubo germinal a e

Dado que no se benen datos acerca de la sensibilidad y especificidad de la

prueba de produccidon de clamidosporas, pues dentro de la literatura no se han
105, que se obtuvieron expernmentaimente

reportado trabajos a este respecto,
fueron comparados con la prueba de referencia y al establecer la potencia
diagndstica se puede recomendar su uso en ia dentficacidn de levaduras del

género Canaida.




Se han realizado trabajos que evaluan las varnables Que intervienen dentro
de la técnica tanto de produccidn de clamidosporas como de tubo germinal,
encontrandose que para tubo germinal las mas importantes son la arreacion del
suero al incubarlo, la temperatura de incubaciédn y la concentracidn de glucosa del
suero empieado. rmeeniras que para la produccidn de clamidosporas son, la
areacion del medio de cultivo, la temperatura de incubacion. a la vez que para
ambas pruebas es determinante el efectc del liempo de incubaciénN ya que de eéste
puede cepender la positividad o negatvidad de la prueba, debido a ésto. se
reahzd un estricto control de estas vanables y se incluyd dentro det estuaic. 1a
variacion de la concentracion de glucos#a para observar el efecto directo de ésta
sobre la prueba de produccidén de tubo germinali ya que sI como o reporta 1a
hteratura, a concentraciones de glucosa de entre 150-250 mg/di se disminuye el
tiempo de incubacion, se disminuiIran os falsos pasitivos pues ias levaduras
diferentes a C albicans que pueden dar tubo germinal positivo lo hacen al termino
de tres horas y con este método 1a prueba emplea sélo hora y media -, sns1.aa,




1.MARCO TEORICO.

Actualmente, la candidias:s es un problema comun de salud publhica gque
neceasita la atencidn social que mphca la participacidn conunta de quimico
clinico, medico y paciente

El éxto del tratamiento de la candichasis radica en una identficacion
etioldgica certera, es aqui donde el equipo de saiud debe tener conocimiento y
manejo de criterios y técricas, los cuales en aigunos casos pueden sear
inadecuadas, lo que trae como consecuencia fracasos terapeuticos

1.1.GENERALIDADES.

Candida sp son células redcndeadas u ovaladas Qque aparecen
individualmente o asociadas formando seudomicelios Son grampositivas y su
metabolismo es principalmente aerobio, 10 degradan urea rm asurilan mnositel. no
poseen capsula, no producen pigmentos carotenoitdes. El metabolismo de las
celulas de Candida sp es el mismo que 2| de otras ceélulas eucanodtcas aerobias
Son capaces de glucoiisis aerobia por v.a de hexosa monofosfato y de glucdlisis
anaerobia por la via de Embden-Meyerrof También tienen enzimas del ciclo de
Krebs y enzimas mitocondriales para la fosfontacidn oxidativa. Esta ultima en
Candida incluye principalmente citocronos a a3d. b, ¢ y ¢t La sintesis de
proteinas también es parecida a la de ilos eucanontes. C. al/bicans tiene rnbosomas
B80S que se disocian en subunidades 60S y 38S. Poco se sabe acerca de los
cambios fisioldgicos asociados ai desarrollo de hifas o clamidosporas La
temperatura es un factor importante, las temperaturas retativamente altas (mas de
37°C) favorecen hifas y blastosporas y temperaturas menores (menos de 25°C)
parecen favorecer la presencia de clamidosporas sam

Candida albicans es un hongo 3imarfico, que a 37°C crece como levadura o
como pseudomicelio cuando produce INv.asion a tejidos a 25°C.




Figura 11 1 Celuic
La Darra re

Fucnte: Cuolete 1991

Frgura * 1 2

Fucate: Cole€i, J9091




Figura 1 1.3 Candida a/bicans: lLevaduras. seucohifas (PH),
c hifas (H) crecinnento en una pilaca de agar
Dextrosa Sabcuraud 3000X

Fucnte: Howard D. 1983,




1.2.TAXONOMIA.

El género Candida esta consttuido por hongos levaduriformes incluidas
taxonomicamente en la AIvisION Deuteromycota. hongos imperfectos
caracternzados por muitiphicarse exciusivamenile de forma asexual a la clase
Deuteromycetes y subclase Blastomycet.dae por propagarse paor blastosporas y a
la famiha Cryptococcaceae a-u

En la forma de reproduccion asexual. se da la formacion de una nueva
celuta sin que haya gametos y sin fusion nuclear, es decir, se da el crecimento a
partir del miceiho o seudomicelio pnmMitivo sin coNugacion nuclear ri regucciIon
cromatica, de los cuales se conocen l0s sigulentes Mecansmos

1) Esporulaciton Las esporas se forman por condensacién del citoplasma con su
contenido nuclear y estan envueltas por una membrana nterna o endospora y
otra externa o exospora, pueden albergar una o vanas células divichdas por
seplos y poseen un poro germinativo de donde surgird un nuevo elemento en el
momento del desarrolio En esta fase pueden formarse bilastosporas o
clamidosporas en el caso especifico de C albicans dependiendo del medio en
que se encuentren y s éste es adecuado, dichas esporas aumentan de tamano y
en algunos casos dan lugar a uno 0 Mas tubos germinales que se prolongan
hasta formar hifas Fig 1 2 1. En ocasiones, el medio favorece que la formacidon de
tubo germinal sea inmediata, por lo que rno se ocbserva esporulacion o,

Las blastosporas son yemas que s5e onginan de las levaduras y de celulas
semejantes a levaduras Las clamidosparas son estructuras redondas u ovales
Que presentan una doble pared muy gruesa siendo de mayor tamano que las
blastosporas. Retienen el colorante azul de Tripan. son muy resistentes ai calor y
la desecacidn. probablemente estan formadas como las endosporas bacteritanas
Se presentan tanto en ia punta del filarmento (terminales) o iINMercaladas dentro de
la hifa (clamidosporas intercalares) Fig 1 2 2. ey




Fig.1 2.1 Tubo germunal en Candida albicans,
microfotograf a por barndo electrémco
La barra representa tum

- Fucnte: Prasad R, 199),
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Figura.1.2.2. Clamidospcoras de Candida albicans

Fucnte: Sherris J. 1993,

2) Gemacién. En esta la célula hija es menor que la madre. Como la yema crece
hacia afuera a partir de la célula madre, el ndcleo de esta Ultima se divide y uno
de los nucleos resultantes de tal divisidr pasa a la yema. La pared cetular se va
estructurando entre la yema y la ceélula madre y por ultimo se separan1.2.3 y
1.2.4.an




Figura 1.2.3 Levacduras gemando (olastosporas)
microfotografia de barrac electrénico

Fucente: Prasad 1K §99g,

Figura 1 2 4 Microfotogratia de barrido electronico de
levaduras y fcrmas gemantes de
Candida albicans (X5975)

Fuente: ColeCGl 1991,




1.3.ETIOLOGIA Y PATOGENIA.

La candidiasis es una micosis pProducida por las especies del género
Candida. de las cuaies las mas comumente aisladas son C albicans y C
tropicahs deben esta capacidad de penetracion a los tejdos al dimorfismo que
pueden desarrollar, es decir, pasan a la fase de micelo en ios tepdos. forma que
es mMAas resistents a 1os mecarusmos de defensa de! huésped que la fase de
levadura Las especies menos frecuentes son C stellatoidea. la cual segun
muchos mcédlogos es una vanante de C albicans, C parapsiiosis, C
guillermondu, C. kruse:r. C. pseudotrojpucahs, C glabrata y C Ilusitaniae se
encuentran en los tepdos tan soélo en fase de levadura s.a~az 10

La estructura antigénica de Candunia sp es compleja estando compuesta en
su mavyoria por glucoproteinas que forman parte de la pared celuiar, en ésta. et
pepudoglucomananoc (PGM) es cualitativamente lo mas importante, 1os antigenos
procedentes de citoplasma y membrana citoplasmatca son proteinas asi como
algunos metabolitos INMuUNOgenos o.as

El dafo usular se produce por la accidn directa del microorganismo perc
también como consecuencia del mecanismo de defensa que el huésped establece
ante la invasion Las levaduras son fagocitadas y destruidas al ser opsonizadas
por un anticuerpo y el complemento, sin embargo, al darse el cambio a la fase
micelial, Candrda conserva su virulercia y ademas escapa a la actividad
fagocitaria de los macrdfagos, los cuales a su vez son retevados por los
neutrdfilos qQue se adhieren a las hifas. liberando enzimas lisosémicas vy
metabolitos oxidativos que se producen en la respiracion Recientemente. se ha
comprobado que C albicans posee recoptores para el componente del C3b det
complemento. cuando el C3b se une a la superficie del hongo, se orierta de Mmodo
que impide la opsonizacidn  En  certas condiciones microambientales  y
nutricionales, se aumentan dichos receptores y se da lugar a la nfeccion 1o que
puede explicar algunas de las circunstan:as predisponentes (s 1s,

Las especies Que no son C albicans producen infecciones de igual manera
pero con una frecuencia menor




Un caso que merece aclaracion ¢s Torwiopsis aqlabrata una levodura muy
pequena y con caracteristicas similarces a ia ero Candda. con la
diferencia de que no produce hifas o seudciufas
(Fig. 1 3.1) Es parte de la flora gasliro.mtesun
comunmente relacionadas a esta esprc & son
ocasionar fungemias alinvadir tejdos ro uNdos s,

Iy gorndal Las infeccionas mas
“ stes D Lece

(S o e IS TN TSR]

Figura ¥ 2 1 Toruicos:ss glabrata, 11.000X

Fuente: Kwonot hung, K. 1902,




1.4.EPIDEMIOLOGIA.

Candida sp forma parte de la tlora mucocutanea de! ~ombre encontrangose
en cavidages buca'! gasirontestingl ge~ta!l temenna arar y conduc!d audiivoe

externo, estoc se modafica cuando los factores microambientales  son
predisponentes .s.a1-.en

La candidiasis se depe generaimante a C albicans Jue ba conarciones
de oponunismo invade producrendo la irfeccion

Los faciores de OportunNisMo son de vanos tipos

e 1)Fisicos traumatsmos externos traumahsmos qQuirurgrcos radiaciones
numeaad
e 2)Quimicos pH cutaneomucosa medicamentss unmunecsupresares

glucocorticodes antibioticos). drogadiccidn contamnac.cn ambienta,

- 3)Biclogicos embarazo diabetes, hinfomas. leucemias obesidad nsufic.encia
renal. infeccicries crorucas. sindromes de nmunodefhciencia  akmentacion
parenteral. etc .

E! espectro de la candidhiasis inchuye infecciones cutaneas, crecimiento No
nvasive de los bongos en ja mucosa de la orcfaringe, del conducto
gastrointestinal y de la vagina infecciones superficiales de estas mMucosas e
infecciones sistémicas Que afectan a ios Srganos interncs .=,

Estucios epidemiologicos realirados revelan que de las micosIs
superficiales. el B 5% es producido por C albicans y Que la frecuencia de
ornicomicasis o parasitacion de la una y det phegue periungueal. es del 5 8% aw,

Un estudio muiticéntnco repono las frecuencias de aislamsento de C
albicans, C parapsiosis y C glabrata de 52%. 17% y 6 2% respectivamente Se
ha observaco ademas. que ia prevalencra de C al/bicans a nmvel genital es del
12.9% neaa)




Investigando el papel ge la promiscuictad en la colonizacon de (a
vagina por tevaduras fueron exarminadas exudados vaginales ce prosututas al
21% mostro infeccion en el cultivo y C albicans fue assiada en el 93 % de esos
casos Al comparario con los resultados de mujeres No DrOMISCuUAS Se conciuys
que la promiscuidad no es un factor precisponente para la contammacion vaginal
por levaduras .z,

Ademas se na observado que el numero de ~‘ecciones procucicas por
especies diferentes ge C a/ticans na aumentaco T !roowcahs v C glaprarae son
las mas comunes .1,

En las unidades de cuidados mtensivos se Nan necho mnvest:igacrones
acerca de cuales son los Mmicroorgarismos que comunmente provacan problemas
a pacientes Ntubados. con sondgas.  cateteres y gue simuitaneamente  se
encuentran iINnmMunodeprymidos por aigun tpo ae tratamiento antipactenano  es
decir presentan una infeccron noseccomial Como resutado. se tiene gque. en ei
9 2% de los cultivos realizados a catéteres, se han asiado levaduras a estos
pacientes, se ies practicaron hemocultivas dentro de as 48 horas postenares al
reporte positivo del cuitivo de cateter denuficandose C a/brcans en un 64 B% an

Como puede observarse. la epigemiologia de la candidiasis refleja el
tenue equihbrio existente entre la coloniracion y la infeccion y la gran capacidad
patogena de C a3/bicans (~an

Independientemente de la causa » causas subyacentes. la mayoria de las
candigiasis son superficiales y localizadias en el punto de origen, es excepcionat
que se produzca la mnvasion del torrente sanguinec y la afeccion de organos
INLEIrNOS (4. 1424y

1.5.SIGNOS ¥ SINTOMAS.

Las manifestaciones clinicas son varniadas la imvasion superficial de las
mucosas por C albicans produce unas placas blancas y de aspecto caseoso que
se adhieren ligeramente a la superficie rnucosa La lesidn no suelfe ser dolorosa
Las lesiones corales denominadas muguet, aparecen en la lengua. el paladar y
otras superficies mucosas, formando machas blancas y rugosas que pusden ser
dolorosas




La parasitaciéon de la ufa y del phegue periungueal, denominada
onicomicosts se desarrolla en los iIndivid J0s que pof sus actividades deben tener
sus manos inmersas en el agua durante periodos prolongados La ufa adquiere
color amanlio-verdoso, se arruga y presenta surcos transversales, el phegue
periungueal esta inflamado y rojo, recubierto por epidermis brillanta.

La forma mas comun de la candidiasis geninal en la muer es la
cervicovaginitis Los sintomas que se presentan son el prurito, la leucorrea y
ocasionalmente el dolor Caracteristicamente existe el entema vulvovagmal y en
Qcasiones perianal, asi como exudacidn vaginal de aparnenc:a blanca. espesa y
cremosa. En el varon esta infeccrén es menos comun, cursando clinicamente con
la aparic:6n de pustulas sobre una base entematosa que afecta al glande y surco

balanoprepucial e iIncluso se extiende al aascroto y perineo

infeccidn grave y poco comun

El granuloma candidiasico es wuna
papulosas uregulares muy

caractenzada por la aparicidHn de lesiones
vascularizadas y cublertas de una costr& delgada y oscura El area afectada con
mas frecuencia es la cara pero las lesiones pueden aparecer en cuero cabelluda,

miembros inferiores o tronco

invade el esdofago pudiendo aparecer placas

En ocasiones la levadura
con candidiasis oral

inflamatorias similares a tas observadas en el muguet,
asociada o sin ella. Pueden aparecer ulceraciones, deformidades y en algunos

casos, perforaciones del esofago

La presencia de C albicans en la flora genttal y en la uretra distal permite
que estos microcrganismos penetren en la veqiga urnnaria en las mismas
circunstancias en que las bacterias ocasionan infecciones urinarias. La cistitis por
Candida se asocia sobre todo a la diabetes mellitus. La infeccidon del riAdn por via
hematégena o ascendente puede provocar pielonefriis agudas, abscesos y
lesiones fungicas redondeadas que crecen expandiéndose en el interior de a

peivis renai

Las infecctones por Candida de los drganos viscerales, con posteror
diseminacion hacia otros 6rganos o sin ella, se asocia muy particularmente a
déficit inmunologico y otras formas de afeccion de [os mecanismos de defensa
normales. LLos érganos que se afectan con mayor frecuencia son 10s rifones, el




cerebro, el corazén y los cjos. Tambiin es posible el compromiso de otros
Garganos como el pulmon aungue es menos habitual.s-sraaa

1.6. TRATAMIENTO.

Los farmacos anumicolicos son en cocmparacidn con los antibacterianos
menos diversos ademas de que presentan Inestabihidad, demostrandose
propiedades farmacoldgicas poco interasantes como una baja difusidon a los
tepdos. La toxicidad mostrada por los agentes antfungicos. no se aproxima al
grado y selectividad que pudieran presertar los antibacterianos

Las candidiasis superficiaies son muy frecuentes y su tratamiento se basa
en el emplec de antimicoticos de accidn tépica, con lo que se disminuye la
toxicidad para el huésped No es asi con las infecciones profundas, tas cuales,
requieren del emplec prolongado de antifungicos toxicos

La sintesis de acidos nucleicos y la membrana citoplasmatica son los
principales objetivos a 1o0s que se hayan dingidos los agentes antimicoticos. Dado
Que el principal componente de la membrana citoplasmatica es el ergostero!, se

han desarrollado farmacos Qque actiuan dcirectamente sobre la sintesis de
aste. s manas)




Caracteristicas de los agentes antifangicos.

TABLA 1.6.1.

ergosterol

. [ I Via de gdministracion
Antifingico Accion [ Topica | Oral {Parenterat
Todos los
Anfotericina 8 Alteracion de - - hongos
1a membrana
Todos los
Nistatina Alteracion de - - - hongos
la membrana
’ Dermatofitos
Griseofulvina Funcién de los - - -
microtubulos
Candida.
Flucitosina Sintesis de los - - - Torulopsss,
acidos nucleicos Cryptococcus.
otras levaduras
Sporothrix
Ciloruro potasico d - - R schencki
Ciotrimazol Sintesis de La mayoria de
ergosterol - los hongos
Miconazol Sintesis de La mayoria de
! ergosterol - fos hongos
H - -
| Ketoconazol Sintesis de La mayoria de
: los hongos

Fuxnte: Ryan, K. 1989,




TABLA 1.8.2.

de ion.

Agentes

rsitio de infeccion

Eleccion primana

Eileccion alternativa

Via, dosis y duracién

Sanguinea no
metastasica

Sanguinea
metastasica

Créruca
mucocutanea

Cutanea

Endocarditis

Oral

Anfotericina 8

Anfotericina B

Ketoconazol

Anfotericina B
clotrimazol
ketoconazol

Anfotericina B

Nistatina
Clotrimazol

Fluconazol

Anfotericina B

Filuconazol

0.4 mg / Kg / dia Dosis total 7
mg / Kg.

Anfo B 0 6 mg/kg/dia IV por 7
dias y iuego 0.8 mg/kg en
dias alternos hasta evidencia
de resoluliun

Keto 400 mg/dia via oral en
una dosis con alimentos x 3-9
meses

Topico: aplicar 3- 4 vecas x
dia x 7- 14 dias Keto una vez
al dia x 14 dias

Anfo B IV 06 mg/kg/dias x 7
dias y tuego O 8 mg en dias
alternos

Nistatina. 500.000 U
(enjuagar la boca y tragar) o/
6 h. Clot' 1 trocisco (10 mg) 5

veces al dia x 14 dias




Sitio de infecciéon

Agentes antimicoticos de eleccion.

(contin sacion)

SIDA

Eleccion primarna

Eleccidn alternativa

Via, dosis y duracion

Peritoneal

Urinarna (vesical,
no renal)

Vaginal

* C. kruse: resistente a Fluconazol

Fluconazol®
Nistatina
Cilotrimazol

Anfotericina 8
+
Flucitocina

Fluconazol

Toépico: Fluconazol
Clortimazol
Terconazol

Anfotencina 8 IV

A menudo se
necesita retirar el
catéter

Anfotericina B
(irrigacion ves:ical)

Nistatina o
Itraconazol

Fluc: 200 mg via oral el dia
1. luego 100 mg al dia hasta
mesjoria (3- 4 ditas) Luego
continuar tratamento
supresivo 100 mg via oral
cada semana.

Anfo B mntraperitoneal ( 4
mg/dboisa 2 L las primeras 24
horas, luego 3.0mg/2 L +
Flucitocina (200 mg/ 2 L los
3 primeraos dias luego 100
mg/ 2 L)

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

Miconazot 200 mg tabs
vaginales ( 1 al dia x 3 gias
al acostarse) Clot tabs
vaginales 100 mg ( 2 al dia x
3 dias a! acostarse)
Terconazol tabs vagmnales
de 80 mg ( 1 atdia x 3 dias
al acostarse)

Fuente: Modificndo dr Samford. J. 1994

Se na reportado resistencra secundana con
Torulopsis glabrata y rara con C. albicans. La C albicans resistente a Fluconazol
puede ser sensible a ftraconazol
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1.7.DIAGNOSTICO.

La identificacién de C al/bicans se realhiza a traves del! examen clinico y del

laboratorio, el primero abarca un detallado interrogatorio orientado a los signos y
sintomas ademas de la exploracidn y el estaoblecimiento de los factores

predisponentaes

la toma de muestras para cultivo e

£l examen de laboratornio ymplica
ncluyen entre otras.

idenuficaciéon de Candrda pueden ser muy variadas e
raspados de lesiones mucocutaneas y rectales, expectoraciones y aspirados
broncoscopicos © transtragueales orina, liquido cefalorraquideo, sangre.
exudados faringeos. vaginales, uretrales y biopsias usulares

El aragnoéstico presuntivo se obtiene al observar en fresco una suspension
de la secrecion, raspado, exudado o cuaslquier otro tipo de muestra obternida, se
podran entonces observar dos fases morfologicas de la candichasis yemas
levadunformes y pseudomicelio cuando 2 ambiente de crecimiento es apropiado
y se tiene sintomatoiogia En un frous al cual se le realiza la tincion de Gram se
encontraran células ovales gemantes y pseudohifas grampositivas (1.s.4e

tmportante utilizar un

En caso de muestras como expectoraciones, es
nterferencias que

agente mucolitco como la N-acetil-L -cistina para evitar
produzcan falsos Negativos (s,

El aislamiento de C. a/bicans seo realiza por medio de la siembra del

material biolégico en agar Sabouraud simple © adicionado con antbioticos
(cloranfernicol y cicloheximida), papa dextrosa o el mas comunmerite empleado,
agar Biggy. en el cual se observara la marfologia descrita en latabia 1 7 1 an
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TABLA 1.7.1.

Morfologia colonial en agar Biggy.

altwcans

Colonias lisas, hemisféricas o
circulares. cafés o negras con un
hgero borde micehal. El

ennegrecimento no se difunde al
rnedio.

. troprcalis

Colorias discretas de color café
OsScuro con prominencia negra central

y hgero borde micelial
Ennegrecimuento difuso del medio,
uamnicamente con esta aspecie,

despueés de incubar 72 horas

. krusei

Colonias rugosas, planas, grandes
con la penferia que varia de color
caté negruzco plateado a café,
rodeadas por un halo amarillo

. parakrusers

Colonias de tamafo mediano,
{-ecuentemente rugosas, planas. de
color que varia del café rojzo oscuro
briltante a café rojzo claro y con un
borde micelial extenso amanllento.

stellatoidea

Colonias de tamano mediano. planas
de color café muy oscuro casi Sin
desarrollo micehal

Fuarmce: Ml fuotow, 1999,




La morfologia de C abicans en agar Sabouraud se observa como colonias
medianas, lisas, cremesas, mate. de coloracion blanca o hgeramente tostada

Ademas de 1o morfologia microscégica y colonial @s necesano realizar otro tipo de
pruebas para iadenthhicacion de especit Como san

Producciéon de tubo germinal. E< la prueba mas empleada por economica y
sencilla Un tubo germmnal se define como una extens:on tiamentosa de una ceiula de
levadura que mide alrededoer de la mitad del ancho y ires a cuatro veces el largo de la
célula C albicans casarrolla tubos germmales durante las tres primeras horas de
incubacion a 37°C. sin embargo, 1a especie C tropicals puede formar seudotubos luego
de tres horas de incubacidn. lo cual es un Nconveniente para la identificacion diferenciat

con C. albicans Fig 1 7.1 e

Figura 1.7 1.Microfotografia de barrido electrérnico de
un tubo gerTunal de Candida albicans
La barra representa 1um

Fucnee: Howard D. 1983,




A causa de la variabihdad que se presenta en |0s resultados obtenidos al realizar el tubo
germinal como la literatura 1o indica, en suero humano, se ha investigado acerca de
medios semisintéticos en los cuales llevarr a cabo la prueba, tal! es el caso de Bruatio y
cois (1991) quienes proponen la utihizacion de un medio con glucosa siINn aminocacidos,
vitaminas y pH neutro, para promover la formacion de tubo germinal Este medio puede
ser a'macenado, es de facil preparaciéon y muy reproducible

Al desarrollarse |1a prueba de tubo germinal. para la identificacidn de especies de
Candida, fue necesana la optimizacion de la prueba para obtener resultados mas
confiables, de esta manera. se han realizado miltiples estudios en los cuales se
maripulan uno o vanos factores que tlenen influencia directa sobre la técrica Algunos de
estos trabajos encontraron que C a/bicans y C stellatovcdea forrman tubos germinales en
90 minutos a 37°- 40*C y que su diferenciacion sslo se puede realizar por meétodos
bioquimicos, por otro !lacto. se ha demostrado |a produccion de tubo germinal por parte de
C swmellatomiea es mas lenta y en menor cantrdad que la de C al/bicans a la vez de que
esto se ve alterado por la cantidad de la fuente de ntrogenco y otros nutrnentes, sosas:)

En otra investgacidn, se establecieron los parametros que permiten la formacion
de tubo germinal en un tiempo de 1 S horas. siendo éstos concentrac:on de glucosa de
150 -250mg/ dty pH 7.5 - 8 5. teruendo en cuenta esto. es posible evitar falsos positivos
que producen otras especies al cabo de tras horas pues la lectura se realhiza antes (.

E! estucio realizado por Barlow y cols (1971), mostrd que la concentracion en el
suero de urea. proteinas. colesterol. calcio. hierro. fésforo. aminoacidos y otros
componentes de éste no afectan ia produccion de tubo germinal. mientras que ésta se ve
aumentada a concentrac:ones de glucosa mayores o iguales a 150 mg/ di

Morfologia microscopica en agar para clamidosporas. Una vez arslada la
levadura en madios micologicos habituales se realiza !a stembra en el medio de agar que
promueva ia formacidn de clamidosporas (ver formulas en el anexo) puede emplearse
agar harina de maiz tween 80, agar para clamidosporas, etc se incuba a 25-30°C por 48
horas para su postenor observacién en la cual se notara la presencia © ausencia y
morfologia de clamidosporas caracteristicas de C albicans. C stellatoidea y
ocasionalmente C (ropicalis de blastosporas de miceho verdadero. caracteristico de
cada una de las especies, y de pseudohifas. tipicas de C. parapsidos:s Ver tabla 1.7 2,

Fig 122172 a17.11.aesnsn
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TABLA 1.7.2.

Morfologia microscopica en agar
harina de maiz tween 80,

C ailbans

a) Clamdosporas de pared gruesa
scstenidas aisiadamente O en racimos
habituaimente en los apices de las

seudohifas
b) Blastoconidios producidos
escasamente O on densos racynos
regularmente espaciados a lo largo
de: las seudohifas
Blastoconigos  producidos

C tropicais

escasamente en forma asslada o
er pequefios racmos laxos
irreguiarmente a lo largo de las

seudohifas
Formacion de coionias aracniformes

C. parapsiosis

iejos de las estrias en el agar que dan

un aspecto de arbusto Los
Nidios Son y nacen

individualmente o en cadenas cortas

La formacidn de hifas gigantes es

caracteristica de esta especie

Forman blastoconidios eiongados que

C. pseudolropicals

se dispcan con rapidez de las
seuydohifas, tendiendo a disponerse
en paralelo a modo de ‘troncos en

una cornente”

Fuentc: Modificado de Koaeman, 1987
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Figura 1.7.2. Clamidosporas de Cancida albicans,
observadas en culivo en agar harina
de maiz tween 80

Fuense: Murray . 1992

Figura 1 7 3 Microfotografia de barr:do electrcmeco
de una hifa (flecha). seudohifa (doble
flecha) y blastosporas (triple flecha)

La barra represerta 2;im

Fucnte: Howard 1. 1983,




Figura 1.7.4. Formacion de hifas de Canaida a/ticans
con septo mtermedio La barra representa 1 um

Fuente: Howard D). 1943,

Figura 1 7 5 Células ovales y levaduriformes
de Cancdida fropicahs (X1000}

Fuenie: Kaea-Chung, K. 1992,




Figura 1 7 6 H:ifas verdadaras y blastospeoras producidas
por Candida tropicalrs en un cu tivo en agar hanna de maiz (X1000).
Fucnte: Kwon-Chunp, Ko 1992,

Figura 1 7 7 Seudchidas progucidas en agar harina de maiz
por Candida carapsiiosis (X400)
Fuente: Kwen-Chung, KL 1992,




as do Canchida parapsilasis

Figura 1 7 8 tevad

en agor harnna de maiz (X7

1009

K.

Fucnre: Kwon-Chang,
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Figura 1.7 10 Blastosporas y seudchifas
de Candida kruse: productdas en
cultivo en agar harina de maiz (X730)

Fuente: Kwon-Chung, K. 1992,

Figura 1.7 11 Células elongadas a ovales
producicas por Candida lusitarnae en
agar harina de maiz (X292).

Fucnte: Kwean-Chuny, o 1992,




Es importante mencionar los trabapds que se han realizado para valorar el efecto
que tienen los factores que intervienen en el método de la produccidn de clamidosporas y
se determind que ia aireacidn del cultivo y su mncubacidn a temperaturas entre 26° y 28°C
s0n condiciones que limitan la éptma formacion de Clamidosporas « 27.as

Se ha tratado. en cuanto a ias dos pruebas anteriores, involucrartas en una sola
prueba gque sirva como confirmacion para la identificacion de especies de Candica, para
1o cual se desarrolld el agar extracto de arroz tween 80 en el cual se observa primero 1a
formacion de tubo germinal incubandolo a 37°C durante tres horas y posteriormente. |a
aparicion de clamidosporas y micelio cuando se incuba a 25°C de 24 a 72 horas, sin
embargo, estos medios todavia estan en investigacion (s,

Zimograma o fermentacion de arzaucares. Se realiza en un medioc base que
contiene peptona, extracto de levadura e indicador purpura de bromocresol. Este medio
se inocula y se le coloca una campana de Durham para la recoleccion de ios gases
produci La incubacién de jos tubos es a 25 o 30°C por S y hasta 10 dias. Cuando se
produce la fermentacién de un azucar, e pH se acidifica y como consecuencia vira el
color del indicador del purpura a amarilio. La produccidén de gas se vernficara por medio
de su acumulacidon dentro del tubo Durham empleado.

Auxonograma o i 16N de azu es. El mé clasico de Bepyerinck utihza
pequefias 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
asimilacion de un determinado carbohidrato se manifiesta por el crecimiento de la
levadura en tormo al disco. La incubacién del medio auxonografico 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. «a-
€.14.16.36.43.44.47)




TABLA $1.7.3.

Especies Glu Sac Mail Lac Tre Gal
C. albicans * - + - - -
C. tropicalis * - - - - -
C. steNatoides - - + - - -
C. glasbrata + - - - - -
C. perapsilosis v - - - v v
C. krusei - - - - - -
C. pssudotropscalis * - - - - -
C. guillermondii - - - - - AV

. Lac: Tre: . Gai

Gilu: glucosa, Sac: sacarosa, Mal:
no fermenta, V: variable.

Furate: Modificado de Peres, E; 1992,

+ : fermenta,
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TABLA 1.7.4.

Asimilacion (auxonograma).

Especie Glu | Sac | Mal |[lLac | Tre | Gal | ME | C x R A
C. albicans + + + - + + - - + - +
C. tropicalis - + -+ - + - - v - +
C. stellatordea - - - v - - - + - +
C. glabrata + - - - + - - - - -
C. parapsilos:s - + -+ - + + - - + - -
C. kruser -~ - - - - - - - -
C. pseudotropicalis -~ + - + - - - - v - -
C. guillermondii + + -+~ - + -+ - -+ + + v

Glu: glucosa, Sac: sacarosa, Mal: maltosa, Lac: lactosa. Tre. trehalosa, Gal: galactosa, ME' melobiosa, C:
celobiosa. X: xitlosa, R: rafinosa, A: almidon. + . asimila, -: no asimila, V. vanable.

Fuente: Modificado de Perca, B; 1992
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€l cuadro A muestra un diagrama global del seguimiento para la identificacidn de
Candrda albwcans a nivel de taboratorio microbiologico.

CUADRO 1.7.1.

Diagrama para la i6n de C. ids aibi

TOMA DE MUESTRA HASPADO, ESPECTORACION
ASPIRADO TRANSTIAQUEAL. ORINA. SANGRE
LCR, EXUDADOS NVERSOS (VER TEXTO)
BIOPSING TISULARES

|

[EXAMEN DIRECTO HIFAS. cu\.'rlvo INGC_A'2S - 30°C POR 48 RRS TINCION DE GRAM. CELULAS
SEUDOWIFAS, BROTES DE C/24 HAS * A SABOURAUD CO- OVALE S. GEMANTES, SEUDO-
FORMAS LEVADURIFORMES LONlAS LISAS, MEDIANAS, CREMOSAS HIFAS GRAMPOSITIVAS
(BLASTOSPORAS) MATE BLANCAS

- A BIGGY COLONIAS (iSAS. CIRCULA.

RES, CAFES O NEGRAS

PRUEBAS BIOQUIMICAS PRUEBAS ESPECIALES PRODUCCION DE EXAMEN MICROSCOPICO PRESENCIA
FERMENTACION TUBO GERMINAL (* ) DE CELULAS OVALES ¥ SEUDOMICE -
ASIMILACION ROOUCCION DE CLAMIDOSPORAS ( *) LIOS GEMANTES. EN AMBOS MEDIOS

NOTA: La adicidn de antibidticos al medio de cultivo para clamidosporas permite
aislar directamente a Candida albicans a parir de la muestra clinica en estudio e
identificar la formacion de ctamidosporas, simultaneamente incubar por duplicado, a 28°C
y a 35°C de 24 a 76 horas, (opcional)

Fuente: Modificedo de las referencias 1-3, 16, 43
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Existen otros métodos que han sido investigados para conseguir mayor
confiabihdad y raprgerx en el diagnostico dJe las candidiasis invasivas, estos enen
como obtetivo la deteccion de antigenos y metabolitos de Candida sp en sangre y
otras muestras bioldgicas La contrainmunoelectrotores:s (CIE). inhibic.on de la
nemagiutinacion pasiva aglutinacion Qe particuias de latex, ELISA ¢
radrioinmunoensayo son tecmicas Qu2 detectan antigenos y metaboitos
procedentes de la pared. citoplasma o metabohsmo. sin embarge aunqgque las
ventajas qQue pueden aportar son ndudables. todavia soOn poco Glles debigo a
que ios resultados son tardados y dificiles ce interpretar por la fatta ge
estandanzacion de antigenos y a que la especificidad puede vanar enormente s
Ead)

Adicionalmente se ha desarroliadn ta reaccién en cadena de la polimerasa
para la identificacion de especies de Canaida. pero debido a io engorroso del
meétodo y su elevado costd No es apropiada para adaptaria a la rutina ge trabajo
de laboratorio

Se han probado métodos rapidos que rastrean levaduras que no son n: C
albicans mv C troprcalis con los cuale: es posible realizar una diferenc:acion
prasuntiva en 30 munutos. sin embargo, éstos meétodos todavia estan sujetos a
investigacion, tal es el caso de la prueba de !a 4-meti-N-acetl-beta-D-
gatactosaminida (UAG} (a1,

Por otro lado. se ha intentado la identificacion de levaduras por medios de
cultivo selectivos y diferenciales, de los cuales, las placas de agar filuorado y et
medio ID albicans fueron evaluados y la sensibiidad de cada uno fue de 93 8% y
la especificidad de 98 6%. no obstante, su alto precio los hace poco
costeables e,

Ademas de los metodos de identificacidon conocidos, se dispone de
sistemas comercializados de faci uso QJe permiten una identificacidn rapida de
las especies mas comunes del género Candida. como el Uni-Yeast-Tek. el API
20C o el AMS Yeast Biochemical Car En este tpo de sistemas se emplea una
sene de pociios plasticos separados. cada uno de los cuales contene un
carbohidrato deshidratado u otro sustrato bioquimico Luego de la inoculacion de
la levadura que se desea identificar, las cartilas inoculadas se coiocan en el
mdduio combinado de incubacién y lectura del mnstrumento respectivo y diodos
luminosos dispersos leen con intervalos frecuentes en busca de turbidez




Las sefales electrérmicas entran en una microprocesadora desde la cual se
imprimen en una taneta, codigos de MICroorganismos generados por una
computadora Los sistemas son relativamente costosos y sé himitan entonces a
laboratortos con la cantdad de trabajo suficiente COmMo para qQue sSu uso sea

afectivo para el Costo (1 s.1Llea e ) u.4%)

Este tipo de sistemas de dentificacion. especificamente, el APl 20C
auxonograma ha sido comparado con la prueba de tubo germinal conciluyéndose
que el API 20C auxconograma tene un porcentaje relativamente elevado de

igentificadas como C

especies que dan tubo germna! positivo y Qque no son
albicans. aunado a esto, tenemos que hubo un numero significativo de levaduras

cuya identificacion No mostro ser totaimente confiable e

Por lo anterior. retoman \mportancia las pruebas que nada tienen que ver
con sistemas automatizados Cuyos erroras técrucos y alto precio ios hacen poco

favorables
Aproximadamente 90% de todas las C altucans aisladas clinicamente
producen clamidosporas cuando son inoculadas por la técnica de Daimau (Ver

procedimientos) y aproximadamente 95% de todas las C a/bicans y C stellatoidea
aisladas clinicamente producen tubo germinal cuando son inoculadas en suero a

37°C por tres horas as;

En un estudio que compard el sistema Albistrip que es un método de
identificacidn de colorias de C albicans en 5 minutos, pero relativamente caro,
contra la prueba del tubo gerrminal utthzando como referencia el sistema AP| 20C,
se encontré que el tubo germinal es $8% sensible y 95% especifico (s

Aunque no se tiene informacion acerca de la sensiilidad y la especificidad
de ta prueba de produccidn de clamidosporas y tomando en cuenta la antenor
comparacion de la prueba de tubo germinal con un nuevo sistema uttlizando como
referencia el método automatizado APl Z0C, en la cual se puede observar que la
produccion de tubo germinal es muy confiable, |la prueba de produccion de
clamidosporas deberia de compiemenarse con otra para la identificacion de

especie




Es imponante hacer

notar que ‘a bibhogratia revisada se rehere
indistintamente al uso de las pruebas pira la idenuficacidon de C albicans y que
posiblemente el uso mas generalizado de la prueba de producctdn del tubo
germinai sea por su sencillaz, reiativa racsdez y bajo costo. CONs\geranado que ias
caracterisicas anenormente mencionacdas se puedaen equiparar con ias cde 1a
produccion de clamidosporas. se pretendio entonces determinar la contiabiidaa
de esta ultima, 10 cual nos permitio valcraria como prueba para ia dentficacion
deftiniva de C aibicans y €n caso de aceplaria. se tendran datos de sensibihidad,
especiicidad y potencia diagndsticd sobre ios cuales sustentar su empleo

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para liegar a un tratamiento satisfactono de la candiciasis es mecesano un
Nguroso seguimiento a nivel

clinico v diagnostico que permita el régimen
terapéutico adecuado Por tanto, es indudable que e! laboratorno climco juega un
papel muy importante en ia prevencidn y el control de esta patologia

Tradicionalmente, la identficacidr: del agente etiolégico de ta candidiasis
e realiza mediante su aisiamiento en Medios de cultivo selectivos y diferenciales.
observacibn microscopica e 1dentiicacidn por medio de pruebas biogquimicas
{auxonograma y zimograma) y especiales (produccidén de tubo germnal y de
clamidosporas). La presencia de tubo geiminal proporciona, con fines practicos. 1a
idenmtificacion de C. aibicans, si la prueba se realiza como !0 descrnibe @i metodo
sin embargo, en ocasiones esta técruca puede no ser sausfactona puesto que
varias especies de levaduras pueden dar falsos positivos o negatvos variando
algunas de las condiciones del método, por |0 gue una prueba negaliva NoO es
definitiva y son entonces necesarnas pruebas adicionales para evilar diagnosticos
erréneos, que conlievan a un tratamen:o terapéutnco iNadecuado y por tanto a
INfECCIONES recuUIrentes (1 nasst <)

Por o antenormente expuesto, ia presente investigacion tuve como objetivo
la deterrminacion del grado de confiabihidad y por consiguiente el valor diagnostico
de la prueba de produccidn de clamidosporas, de la cual No se encontraron
valores reportados de sensibiidad. espewificidad y potencia ciagnostica, en {a
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bibhografia revisada y por tanto se desconocen Se uthizd como referencia ia
produccién de tubo germinal, con lo cual. se tlene una técruca alternativa {(prueba
de produccidn de clamidosporas) que puede ser uthlizada como prueba
confirmatva, terniendo datos obternidos expernmentaimente. de sensiihdad y
especificidad sobre los cuales apoyar su empleo

El métode en estudio se sormeud a pruebas para determmnar su
confiabilidad, las cuales fueron, el calcuio de su sensibihdad, especiticidad, valor
predictivo y potencia diagndstica, y que por tanto dan la pauta para recomendar
Su Uso en los estudios clinicos y epideminlOgiCos (12.13.44.47.4

Es necesario hacer notar que aiemas de la valoracidon del meétoado de
produccidn de clamdosporas.

se estudio por otro lado, el efecto de la
concentracidn de glucosa sobre l1a produccion de tubo germinal, con esto se
evalud la confiabihidad de la prueba d» tubo germinal, pues la reduccion del

tiempo de incubacidn disminuira ia probaoihidad de falsos posItivos (am
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3.08JETIVO.

Se determind la sensibihdad especificidad y potencia diagnostica de la
produccion de ctamidosporas en cepas Jde C albicans comparandose con las de
la prueba de referencia produccion de tubo germinat

4.HIPOTESIS.

S ia prueba de produccidon de clarmdosporas permite la identificacion de C
albicans con una sensibilidad, especificiciad y potencia diagnostica mayor a 80%.
teniendo como referencia la produccidn de tubo germinal que es la mas empleada
por semnciila,

rapida y de bajo costo. se contara entonces con un meétodo
diagndstica climvco con una confiabiidad adecuada, practico y economico que

puede ser aplicado como una alternativa de i1dentficacion de C albicans en los
laboratonos microbiolégicos

5.DISENO DE INVESTIGACION.

5.1. Tipo de estudio.

La investigacion se realizd de acuerdo a un estudio de tipo observacional,
prospectivo. transversal y descriptivo

39




5.2. Poblacidn.

Se estudiaron cepas serotipificadas ATCC

e 7 cepas de C albicans.

e 2de C. stellatoidea

» 1 de C tropcahs

e 1de C guillermondn serotipificadas

5.3. Criterios de inctusion y exclusion.

e Fueron incluidas cepas viables ATCC (las antes mencionadas)
e Se incluyeron cepas resempradas de 48 horas de incubacion

e Los sueros empleados fueron de concentraciones de glucosa entre 150-
270 mg/di y posteriormente de 10C-120 mg/al

5.4. Variables.

Variable dependiente Produccion de clamidosporas y de tubo germinat

Variable independiente Medio de cultivo utihizado, temperatura de
incubacion, tiempo de incubacion, método de inoculacidon. tamafio de indculo

a0
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Variable

Nivel de medicidn

Produccion de clamidosporas
Medio de cultivo utilizado

Temperatura de incubacién
Tiempo de incubacidn
Método de inoculacidn

Tamario de indculo

Produccion de tubo germinal
Concentracton de glucosa en suero
Temperatura de incubacion

Tiempo de incubacion

Tamafho de indGculo

Véasetabla172yFig122

Agar harina de maiz tween BO u

otro especifico para e! fin

30°C

24 a 48 horas

Método Dalmau (Ver

Irocecimiento)

ndculo diluido aprox. un MilléN de
células/ ml!
Véase Fig. 121y 17.1

150-250 mg/dl y 100-120 mg/dl

37°- 40°C

1.5- 2 horas
Asada de una suspensién de céiulas
equivalente al tubo No.2 de Mc

Farland

S.S. MATERIAL.

Tubos de ensayo
Copilias de plastico
Matraces Erlenmeyer
Matraces Erlenmeyer
Pipetas graduadas
Pipetas graduadas
Portaobjetos
Cubreobjetos

Cajas Petri

Pipetas Pasteur

Asa bacteriologica
Mechero Fisher
Gradilias

Guantes de asbesto

13 x 100 mm

1000 mi
500 mi
1.0 ml
50m!
25 x 75 mm
22 x 22 mm
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Guantes de cirujanoc

Tripie metalico

Tela de alambre con asbesto
Termoémetro

Masking tape

Marcador de tinta permanente

Lapiz graso
Espatula
S.8.EQUIPO.

Microscopio dptico binocular Carl Zeiss de Meéxico
incubadora 20-60°C Riossa ECML
Autoclave Equipar
Balanza analitica Mettler HBO
Refrigerador American

5. 7.SUSTANCIAS.
Fco. Agar glucosa Sabouraud 4% Merck cat. 5438
Fco. Agar para clamidosporas Bioxon cat. 273-1
Suero humano patoldgico 151-270 mg/ dl de glucosa
Suero humano normal 90 - 120 mg / di de glucosa

Agua destilada
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S5.8.TECNICAS.

Se reatizaron 1as pruebas de tubo germinal y produccion de clamidosporas
a cada cepa (ver cuadro 5 8 1), repitiend’ cada prueba 15 veces.

Procedimiento para la prueba de referencia
(produccion de tubo germinal).

Se suspendi® una pequefia porcidon de la colonia de la ievadura en una
copilla de plastico con 0.5 mi de suerc humano patologico (150-270 mg/dl de
glucosa). Los tubos inaculados se incubiron a 37°C durante 1.5 horas. Luego de
1a incubacidn se colocd una gota de i1a suspension de levadura en un portaobjetos
y se examind con objetivo 10X en busca Jde tubos germinales. Fig. 1 2.1. y 1 7.1.

Procedimiento para ia produccion de clamidosporas
(Técnica de Dalmau).

Se inoculd una placa de agar para clamidosporas haciendo tres cones
paralelos a 10 mm de distancia entre si, con un angulo de 45°. Fig 58.1. Se tapo
la placa y se incubd a temperatura ambiante durante 24 a 48 horas. Luego de la
incubacion se examinaron las areas de srecimiento con objetivos 10X y 40X Se

observaron los patrones de crecimiento y se interprataron los resultagos usando
los criterios descritos en la tabla 1.7.2 y Fig. 1.2.2.
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Fig. 5.8.1. Forma de siembra en Z para la produccion de clamidosporas.




CUADRO 5.8.1.
DIAGRAMA DE FLUJO DE LA TECNICA DE COMPARACION DE
METODOS DE IDENTIFICACION.

Cepas
ATCC

Resembrar la cepa en
Agar Glucosa Sabouraud

Incubar a
37°C x24 hrs

[ !

Suspender una pequefia porcidn tnocular una placa de Agar

de |la colonia aislada de la leva- para clamidosporas haciendo

dura en O.5 mi del suero humano* estrias en forma de “ Z *, como
lo indica la fig. 1.7.2.

Incubar a Incubar a
37°C x 2 hrs** temperatura
ambiente x 48 h

Colocar una gota de la suspension Colocar un cubreobjetos sobre ia
de levadura en un portacbjetos y superficie del agar y examinar al
examinar al microscépio en busca microscopio en busca de clami-
de tubos germinales (Ver figuras dosporas (Ver tabla 1.7.2 y fig.
1.2.1y1.7.1.) 1.72a1.7.11))

* La concentracion de glucosa utilizada fue de 150 a 200 mg / dl para el primer
ensayo y posteriormente se empleo concantracién menor a 120 mg / di.

= El tiempo de incubacidn de 2 hrs., es el mencionado en el método de refencia
pero se realizd una serie de ensayos proiongando el tiempo hasta 3 hrs.

Fueate: Modificado del cuadro A




6.DISENO ESTADISTICO.

Segun el nivel de medicidn de las variables que se estudiaron asi como las
caracteristicas de! tipo de estudio que se llevd a cabo, los resultados obtenidos se
sometieron al analisis estadistico propuesto en el Teorema de Bayes. Cuadro
6.1.1.

CUADRO 8.1.1.

Tabia de contingencia estadistica
Teorema de Bayes

Prueba de referencia.

Produccion de tubo germinal)
Prueba de

diagnéstico. - - Total
{Produccion de
clamidosporas)

> A B8 A+B

- (o3 o] C+D

Totat A+C B8+D A+B+C+D

A = numero de casos verdaderos positivo
B = numero de casos falsos positivo
C = numero de casos falsos negativo
D = numero de casos verdaderos regativo




6. 1. FORMULAS ESTADISTICAS.

Sensibilidad S=A/A+C
Especificidad E=D/8-+D
Valor predictivo positivo VPP=A/A+B

Valor predictivo negativo VPN=D/C+D

Indice de falsos positivos IFP=B/A+B
Indice de faisos negativos IFN=C/7C~D

Potencia
diagnéstica cose. PD = (A+D) 7 (A+B+C+D)

VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Vaior pfedkﬁm negativo, IFP: Indice de falsos positivo

IFN: Indice de falaos A B: Falsos C: Falsos negat
D: Ver 'D:
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7.RESULTADOS.

Tabla 7.1. Frecuencia de resultados por cepa para la prueba de tubo germinal
{(empleando suero con concentracion de glucosa de 150 a 250mg /dl)

al A1 [A21 A3 [ As ] AS |AG AT |CT | CS1 {CS2 | CG
[ 4 1T3INT14 [\ 149\ 14 1ISN\15N\ 13 [+ [+] 1 4
2 1 1 1 o o 2 15 15 14 11

P Frecusncia de pontivos
N Frecucncia de nepativos

Al - AT Candida albreuns Cepas de | a7
CT: Candsda tropicalie

CS1 y CS2 Candida stellatowdes Copas § v 2
CO. Candita guiltermondst

Tabia 7..2. Frecuencia de resuitados por cepa para la prueba de produccion de
clamidosporas realizada simultaneamente con la prueba de tubo germinal de la

tabta 7.1

At |A2| A3 AMM]|AB |AB A7 |CT |CS1 [CS2) CG
[ ISNISN1AN14\1S\ 1S\ 13 o o [+} 2

o o 1 1 o o 2 15 15 15 13

P Frecuencia de positivos
N Frocuencia de negatavos

Al - A7 Candida albicans Cepas de | a 7
CT Candsda tropicalsa

CS1 y CS2 Cardida stellatoidea Cepas 1 v 2
CG Candida gustlermondis

ax



Tabla 7.3. Frecuencia de resultados por cepa para ia prueba de tubo germinai
(emplesndo concentracidon de giucosa de 100- 200 mg 7/ di)

A7 | CT |C81/CS2] CG
- 3 S 4 2] [=] o 1

Al « A7 Camiule alhecans Copns du | a 7

CT. ropecmbis
CS1 y C2: Camtlin stwiiatdus Copua 1 'y 2
CO. Candede gu:liovaans

Td:l.74 led.munmporoopapurllamm iGN de
simuithneamente con la prueba de tubo germinal de la

tabia 7.3.

Al IAZiA] Al AS | AS | A7
PN SN SN S|\ 5 5

[o] o o o 2 (¢] o S

y vox
Al -A? Candida albicans Ccpasde 1 a 7

CT Candida tropicaits
CS1y CS2. Canduda stellatowlea Cepas | ¥ 2

CG Candida guillermond:t




Tabla 7 5. Frecuencia de resultados por cepa para la prueba de tubo germinal
(realizando la prueba en un tiempo de 3 horas).

A8 | A7 | CT ICST1|/CS2] CG

Al {A2 1A | As | AS
SINTIN 2N 2N 1

[4 5 S 5 5 s El

o o o] o]

P | recusncis de poetivos
N Frecucacia de negatsvos
Al - A7 Cmdidis aibicons Ccpas de | a 7

CT: Camdrdes tropecatis
CS1 y CS2 Condoda steilatondea Copas | v 2

CG. Candida grwilieracrwin

Tabla 7.6. Frecuencia de resultados por cepa para la prusba de produccién de
clamidosporas realizada simultdneamente con la prueba de tubo germinal de la

tabla 7 5.

At A2 A3 A [ AS A [ A7 | CT [CST1 {CS2 ] CG
L El 5 E 5 3 S 5 1

o o [*] o] 2 o]

P Frecuencia de pomitivos
N Frecuencia de negativos

Al - A7 Candida albicans Cepas de 1 4 7
CT Candida tropicalss

CS1t v CS2 (Canduda stellatordera Cepas 1y 2
CG Candeda guiliermaondss
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Tabla 7.7. Confiabilidad diagndstica del método de produccién de clamidosporas con respecto a fa prueba de

tubo germinal para la identificacién de especies de Candida.

Prueba estadistica
P S N E VPP VPN IFP iFN PD
16 103 100 62 100 100 100 0 100
CL 101 89 64 86 9 [ 89 17 88

P: Frecuencia de positivos VPP Valor predictivo positivo
N: Frecuencia de negativos VPN Valor predictivo negativo
§: Sensibilidad IFP: Indice de falsos postivos
E: Especificidad IFN- Indice de falsos negativos

PD: Potencia diagnostica
TG: Tubo germinal
CL: Clamidosporas

*Para la prueba de tubo germinal se empled suero humano con una concentracion de glucosa entre 150- 250 mg/ I




Tabla 7.8. Confiabitidad diagndstica de! método de tubo germinal realizado a una concentracién de 150 mg/dl en
relacion a la misma prueba efectuada a una concentracién de 120 mgld] para la identificacién de Candida

albicans.
Prueba estadistica
P § N E VPP VPN IFP IFN PD
16 ] 100 U 100 Q 100 0 100
16 k1| 86 u 95 97 7 32 U 89
P: Frecuencia de positivos VPP: Valor predictivo positivo

N: Frecuencia de negativos
$: Sensibilidad

E: Especificidad

PD: Potencia diagnostica
TG: Tubo germinal

VPN: Valor predictivo negativo
IFP: Indice de falsos positivos
IFN: Indice de falsos negativos

*Para la prueba de tubo germinal se empleo suero humano con una concentracion de glucosa entre 100- 120 mg/ di en
comparacién con la écnica de referencia que utiliza suero humano con glucosa entre 150-270 mg/di




Tabla 7.9, Confiabilidad diagndstica del método de produccion de tubo germinal a 3 horas de incubacidn en
relacion con la tecnica de referencia que emplea 2 horas de incubacion, para la identificacion de Candida

albicans.

Prueba estadistica

E

VPP VPN IFP

IFN

PO

16 ¥ 100

TG 4 9 14

100

10 100 0

83 9 17 17

85

100

P: Frecuencia de positivos
N: Frecuencia de negaivos
§: Sensibilidad

E; Especificidad

PD: Potencia diagnostica
TG: Tubo germinal

VPP: Valor predictivo positivo
VPN: Valor predictivo negaiivo
IFP; Indice de falsos positivos
IFN: Indice de falsos negativos

**La prueba de tubo germinal se realizd en un tiempo de 3 horas, mientras que la técnica de referencia se efectia en un

lapso de 2 horas.
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En la tabla 7.7. se observa que la confiabilidad diagnéstica de la prueba de
producecion de clamidosporas empleando la técnica de Dalmau es 88 % lo que
indica que la prueba es confiable, observandose ademas unos valores de
sensibili y pecific 1 aceptables.
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En la tabla 7.8B. se tiene que la confiabilidad diagndstica de la prueba de
tubo germinal realizada con suero humano con valores de glucosa menores a 120
mg / dl es de B9 % Io que indica que es una prueba confiable ademas de
especifica y sensible dados sus valores de 86 % y 95 % respectivamente.
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€En la tabla 7.9. podemos observar que la confiabili diagr i de la
prueba de tubo germinal realizandola en un tiempo de tres horas es de B5 %,
valor relativamente mas bajo a lo observado realizando el método estandar de
dos horas, pero ademas, el indice de falsos positivos aumenta considerablemente
lo que repercute en su especificidad que disminuye a 65 %.
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8.ANALISIS DE RESULTADOS.

La i1denuficacion de levaduras es. dentro del diagnédstico microbiologico.
una parte considerable del trabajo de iaboratorio ya sea. por el tempo necesario
para su aisiamiento ¢ por las rutinas empleadas en su 1dentificac:on

Dado el auge que han tomado las técnicas seroldgicas y los meétodos
automatizagdos de identificacion de fevaduras. se ha terudo la necesidad de
buscar un meétodo que sea accesible, reproducible y rapido debido a qQue hay
laboratorios que no cuentan con la cantidad suficiente de trabajo como para que
el uso de meétodos seroldgicos o automat zados sea costeable

S bien. anteriormente la prueb:a de produccion de clamidosporas era
recomendada come Util para la identficacion de C. albicans y otras especies, al
desarrollarse la prueba de tubo germinal, reemplazd a la prnimera por su sencillez
y rapida ejecucton

No obstante. la prueba de tubo garminal tiene el iInconveniente de que al
realizarse en un medio natural, No es fazil mantener constante su comMpoasicidn y
por lo tanto varian los resultados. ademdas de que hay algunos factores de
procedimiento que aun cuando se pueden controlar hay variaciones de uno a otro
aensayo, tal es el caso del tamano del indculo, |a edad del cultivo asi como el uso
de suercs almacenados y mezclados

Por otro lado, la prueba de produccion de ctamidosporas maneja un medio
sintético de composicidon constante y factores de procedimiento similares a la
produccidn de tubo germinal.

Cuando una técnica de diagndstico lene muchos factores que influyen en
el resultado (variables independientes), es indispensable un control estricto de
cada uno de ellos; en el caso de la prueba de produccion de tubo germinal, seria
muy engorroso tratar de controlar variab @s como son. concentracion de glucosa,
pH y las sustancias presentes en el suero




Como consecuencia de lo antes mencionado, se ha tratado de
estandarizar oste método empleando suero humano con diferentes
concentraciones de las sustancias presentes en él (glucosa. calcio. cisteina,
proteinas, urea, hemogiobina. etc). La presencia y concentracion de estas
sustancias pueden alterar los resultados Ademas, se ha probado trabajar con
pools de suero o con sueros individuaies frescos 0 almacenados

Todas estas consideraciones, se controlaron por medio de la utithizacion de
un procedimiento reportado en la hteratura, en donde se concluyd que las
condiciones dptimas para la formacion de tubo germinal secnunpHentre 7 Sy 85
y una concentracidn de glucosa entre 151 y 270 mg/ di, con las cuales se
observara el tubo germinal ent 1.5 horas sin embargo ésto no se did puesto que
hubo que incubar exactamente 2.0 horas para que [a proporciéon de tubo germinal
formado pudiera reportarse como positivo © Negativo mx

Este mismo meétodo se realhizd eripieando suero humano con valores de
glucosa menores a 120 mg/ di, con io cual se valord el efecto que produce la
concentracion de glucosa en la formacidn de tubo germina! Se ha observado que
la concentracion de glucosa afecta de manera poco significativa a la formacion de
tubo germunal, ya Qque ésta se did en menor proporcidn en suero humano con
valores de glucosa bajos, aumentandc esta, en concentraciones de glucosa
relativamente mayores (151 - 270 mg/dl)

A su vez el método se modificd en la incubacién prolongidndose hasta 3
horas con lo que pudo visualizarse la formacidon de tubc germinal en cepas
diferentes de C. a/bicans. La mportancia de este paso radica en que, con ésto se
comprueba que cepas no C. a/bicans pu2den formar tubo gerrmimnal a periodos de
incubacién mayores a las dos horas estadlecidas por la técnica para el método de

referencia.

En |a reatizacidon de ia prueba de tubo germinal. se observd que el uso de
sueros almacenados puede disminuir la formacién de éste o Quiza se lleve a cabo
mas lentamente. Es claro que el aimacenamiento de un suero produce una
mogificacion en sus caracteristicas fisicoquimicas debido a la degradacion de
alguno o varios de sus componentes aurn en condiciones de congelarmento y que
ésto sea la causa de la disminucidn de la formacidn de tubo germinal.




ESTA TESIS NO DEBE -
SAUR DE LA BIBLGTECA

tndiscutiblemente el tamado del ir Sculo afecta 1a capacidad de formar tubo
germinal debido al consumo de nutrientes por un mayor numero de células, por 1o
cual, para la observacion de un tubo germimal positivo, 1a asada debe ser
pequena o prepararse una suspension da celuias con el tubo 0O 5 dei nefeldmetro
de Mc Farland para que fHnalmente 1a cantidad de células por indéculo sea
aproximadamente de un milion de células por mililtro, con esto se espera Que
todas las ievaduras inoculadas tendran caontacto con los sustratos

Cuando se utlizaron levaduras de cuitivos de mas de 24 horas de
ncubacion ("viejos”), pudo distinguirse una baja capacidad para formar tubo
germinal, ésto a causa de la disminucion de las funciones bioguimicas producida
por la reduccion de nutnentes del medio. 10 cual produjo Que aun cuando las
células de levadura mostraron una baja capacidad de formacidn de tubo
germinal. se alcanza la proporcidon requerida para dar un resultado positivo
despueas del tempo de incubacidn establecido, siendo un INconveniente para la
sensibihdad de éste meétodo ya que estcs cultivos se reportarian entonces como
no C. albicans. s1 sélo se tiene el resuitacio de la prueba de tubo germinat

Otro inconveniente encontrado a la prueba de tubo germinal es que el
suero debe estar a temperatura ambiente al inacularlio pues se observé que tarda
mas tiempo en formarse e! tubo germinal debido quiza a Que la temperatura
reportada como Optima para su formacidn es entre 37° y 41°C

Comparando estos parametros con lo observado en la prueba de
produccion de clamidosporas encontrarr os que. inicialmente, la preparacién del
medio para la formacion de clamidosporas como se indica en el apendice, es muy

sencilia y por tanto, la posibiidad de que se cometan errores en la composicién
es minima

Segun el estudio realizado por Kaminishi y cols. (1994) la completa
arreacién del cultive y su incubacidn a temperaturas entre 26° y 28°C es
determinante en la formacion de las clamidosporas, ya que no se forman en
condiciones anaerobias y al rebasar temperaturas de 30°C, por tanto,
wmportante la incubacion de las placas de agar inoculacas, a
ambiente, a la cual se cbservo la Optima ‘ormacidn ge clamidosporas

fue
temperatura




En otro estudio, que investgd 1as condiciones particulares de C al/bicans,
se colocé la levadura en condicionas aerobias y anaerobias vanando
concentracidn y carbohidrato utiiizado como nutrniente En este estudio se

encontro que el suministro adecuado de oxigeno es el factor que mas .nfluencia
en el creccmiento de C albicans y Que Cuando esta caracteristica se cumple. se
desarrolian tanto las formas de esporulacion (clamidosporas) asi como las formas
invasivas (tubo germinal y pseudomicelio). s,

Lo anternor se confirmod al incubar las placas de agar en bolsas de plastico
a temperatura ambiente, con |0 que se pensd evitar la contamnacidn. sin
embargo. |la formacion de clamidosporas se Inhibe ocbservanadose una baja o nula
produccién Para probar este efec!o, pcstenormente se incubo toda la sene de
piacas de agar pero ahora en condicicnes totalmente aerobias. ocbservandose
esntonces (a formacion de ClamMidosporas.

En cuanto a 'a cantidad de tnicuio necesaria para la formacién de
clamidosporas, tenemos que, &! colocir indculos espesos, tardaban mas en
formarse |as clamidosporas y al inocular con cantidades pequenas de levaduras,
1= 'orm.cubn se daba mas rapidaments. Al no encontrarse totalmente

los NAMOs de transicion de céluias de levadura a espora. No
®s fécil la explicacion de fendmencs como el antes MeaNciIoNado, SN embargo. se
ha encontradc que el comportamento d¢ las levaduras es muy constante cuando
las condicioneas que se emplean son similares.

Una vez determinada |a sensibili 1 y potencia chagnastica
de la prueba de produccion de clamudo-poras con diferentes cepas de Candida,
tomando como referencia la de tubo germinal., se ha podido observar que tales
parametros son similares y que por consiguiente, es posible su utihzacion de
modo indistinto ademas de que ya que los resultados son mayores al 80%
(sensibilidad 89%, especificidad 86%, potencia diagndstica 88%), se lilene, que eal
método alternativo es confiable y practico; adaptable a todos los laboratorios de
diagnéstico.

Paralelamente a la comparacion de la prueba de produccion de
clamidosporas con |la de tubo germinal, se compard ademas, la prueba de tubo
germinal utilizando suero humano con concentracion de glucosa entre 100-120
mg/di utilizando la prueba de tubo germinal con una concentraciéon entre 150-270
mg/dl como prueba de referencia, esto se realizd con 1a 1dea de comparar el
efecto que tiene la concentracién de glucosa sobre la produccion de tubo
germinal. De igual manera se compard la prueba de tubo gerrminal con
concentracion de glucosa entre 150-270 mg / dl pero ahora vanando el tigmpo de
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incubacidn a tres horas con 1o que se pretendid evaluar el efecto del tempo de
mncubacidn sobre la produccion de tubo jermunal y por consiguiente. el resultado
de la prueba

En cuanto a la comparacidon con ciferentes concentraciones de glucosa se
observa que Ilos resuitados en ambas pruebas son aceptables sendo
satisfactorios los valores de sensibihidad (86%) y especificidad (95%) de la prueba
de tubo germinal a concentrac:én de glucosa entre 100-120 mg/ dl La potencia
diagnostica (B9%) que se obtuvo para !a prueba de tubo germinal a la
concentracién de ensayoc es aceptable por 0 que se puede conciur que las
variaciones que se encontraron en los resultados son producidas por errores
inherentes al rabajo experimental y a las varnaciones bioldgicas retac.onadas con
las cepas. las cuales pueden considerarse COmo No significativas.

Analizando |la comparacion realizada a diferentes ttempos de incubacion de
la prueba de tubo germinal. se tiene un aumento en la frecuencia de positivos Io
que conlleva a una dismiNnucion en el valor predictivo positivo (83%) pues hay
menor posbiidad de que la prueba resulte positiva al estar presente la
enfermedad. La notable disminucidn de la especificidad (65%) de la prueba al
incudbar durante tres horas se debe también a la mayor frecuencia de positivos
observada pues |la prolongacion del tiempo de incubacidén provoca faisos posthivos
ya que levaduras diferentes a C albicans pueden producir tubos germinales La
potencia diagndstica (B5%) aungue es aceptable, ha disminuido por lo
anteriormente mencionado lo que confirrna que las varnaciones experimentales o
tos errores técnicos que puedan cometerse asi como las variantes bioldgicas,
influyen en los resultados

El unico inconveniente que muestra este procedimiento es el empleo de un
medio de cultivo extra. lo que implica la necesidad de cajas Petri, el medio
adecuado (agar para clamidosporas) y tempo para su preparacion
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9.CONCLUSIONES.

La produccidn de clamidosporas por células de Candida aibicans fue
evaluada como método de identificacion utilizando como referencia la prueba de
tubo germinal obteniéndose una confiabilidad diagndstica aceptable (88%)

Las condiciones aerobias y el control de |la temperatura de incubacion son
factores clave en las pruebas de produccién de tubo germinal y de clamidosporas,
siendo NeCcesarios un Oplimo suMiNistro de oxigeno en ambas técnicas asi como
una temperatura entre 37°- 41°C y 25°. 29°C, respectivaments

Se concluye entonces que ambas prusbas pueden utiizarse de manera
indistinta en la identficacion de cepas de Candids, perc Que ademas, la
utilizacion de los dos métodos simultaneamente contribuye a una mejor
identificacion avalsda por dos métodos confirmativos de alta sensibilidad,
especificidad y potenc:a diagnostica.

Se puede entonces hacer mencion del trabajo de Joshi y cols. (1993)
quienes proponen un medic, el agar extracto de arroz tween 80 con el cual
identificar morfoldgicamente especies de Candida. En éste, es posible observar
primero la formacién de tubo germinal incubdndolo a 37°C durante 3 horas y
posteriormente, la aparicion de clamidosporas y micelio cuando se mcuba a 25°C
de 24 a 72 horas.
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10.APENDICE.
Férmuia y preparacion de medios de cultivao
AGAR DE DEXTROSA Y PAPA.

Fdérmula aproximada en gramos par hitro

infusidn de papa 200
Dextrosa 20
Agar 15

pHfinal 56 +02

Preparacion:

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. Esterilizar a 121°C (15 1b do presidn) durante 15 minutos. Una vez
esterihzado enfriar & unos 40°- 50°C y vaciar en cajas de Petri.

Usos:

Se emplea en el aislamiento e identificacion de hongos y levaduras de
acuerdo con su morfologia colonial o en métodos de microcultivo en portaobjetos.

AGAR BIGGY

Férmula aproximada en gramos pcr htro:

Citrato de amonio y bismuto 50
Sulfito de sodio 30
Dextrosa 10.0
Glicina 10.0
Extracto de levadura 10
Agar 15.0

pH final 6.8+ 0.2




Preparacion.

Suspender 45 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada
Hidratar de 10 a 15 minutos Calentar egitando frecuentemente y hervir durante
no mas de un minuto. Dejar enfnar a 45% - 50°C. Agitar circularmente y vaciar en
cajas de Petri esténles, utilizando aproximadamente 20 ml para cada placa No
esterilizar en autoclave.

Usos
El agar Biggy es util para aislar C b 1s y C. tro, y para la
identificacién de especies por medin de la reaccdn de sulfuro segun

Nickerson sn.(Ver tatia 1.1)

AGAR GLUCOSA SABOURAUD.

Férmuia aproximada en gramaos por litro.

Mezcla de peptonas 10.0
Glucosa 0.0
Agar 15.0

pH final 5.610.2

Preparacion.

Suspender 65 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada
Hidratar de 10 a 15 minutos. Mezclar bien hasta que se obtenga una suspension
uniforme. Calentar agitantdo frecuentemente y hervir durante un minuto. Distnbuir
y esterilizar a 118°- 121°C (no mas de 15 libras de presidn) durante 15 minutos

Usos.

Se emplea en el arslamiento y conservacion de hongos patégenos y

saprofitos.
Cuando los materiales en estudio estén altamente contaminados,
aislamiento mejora si se afladen al medic sustancias antimicrob:anas selectivas
ara disminuir el crecimiento de otros microorganismos se usan varios

inhibidores como el telurito, sales biliares y colorantes.

el
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AGAR PARA CLAMIDOSPORAS

Férmula aproximada en gramos por litro

Agar 15.0
Sulfato de amonio 10
Fosfato monopotasico 10
Azul de Trnpan 010
Polisacandos purificados 23.0
Biotina 50 mcg

pHfinal 5.1 =02

Preparacion.

Suspender 37g del polvo en un htro de agua destilada. Hidratar por 10
minutos. Calentar con agitacion continua y hervir un minuto. Estenlizar en
autociave a 15 libras de presion durante 20 minutos. Vaciar en cajas Petr: (12 mi
por caia de 9 - 10 cm de diametro).

Usos.

Medio especial que promueve y favorece la formacién de clamidosporas
por Candiga albicans.ae,. Una tensidon ligaramente baja de oxigeno resulta optima

para la obtencidén de clamidosporas por lo que la resiembra debera hacerse por
incisién profunda.

Si desea preparar este medio aun mas selectivo. dejario enfriar entre 45° -
50°C y agregar 40 unidades de penicilina, 40 microgramos de estreptomicina y de
0.1- 0.5 mg de cicioheximida por ml de medio de agar para clamidosporas. Hay
qQue tomar en cuenta Que un cierto namero de especies de Candida son inhibidas
por 0.5 mg de cicloheximida. Sin embaro. la mayor parte de las cepas de Candda

i 1S sOon r tes a 5 mg / Ml de dicha droga. Pueden utiizarse otras
mezclas antimicrobianas como Polimixina B (6000 unidades) + Bacitracina 100 mg
+ 100 mg de Cicloheximida en un hiro de medio de cultivo; o bien, SO0 mg de
Cloranfenicol en 1000 mi de medio
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MEDIO BASE PARA LA FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS PARA LA
IDENTIFICACION DE LEVADURAS.

Foérmula aproximada en gramos por htro:

Peptona

10
Cloruro de sodio 5
Extracto de carne 3
Hidroxido de sodio 1N 1mi
Agua destilada 1L

Preparacion del indicador purpura de bromocresol:

Disolver 0. 04 g de purpura de bromocresol ernn 100 mi de agua destilada.

Agregar una pequefia cantidad de NaOW 1 N para alcahnizar la solucidn y dejar
reposar durants 1a noche.

Después que el colorante esta en la solucidn, agregar HCI 1 N hasta
alcanzar e! pH neutro.

Preparacion de tubos con medio basea.

Usar tubos de 18 mm x 15 mm ccnteniendo 9 ml de caldo con indicador y
un tubo invertido de Durham. Agregar 100 ml de indicador a un litro de caldo de
fermentacidn. Esterilizar medic de caldo con indicador en autociave a 121°C
durante 15 minutos. Agregar 0.5 mi de la solucibn de almacenamiento de
carbohidratos a los tubos ae med con ind dor inm mente antes de usar

Usos:

Las pruebas de fermentacidn de carbohidratos son dtiles como
complemento de los resultados de las pruebas de asimilacion de carbohidratos en

la dentificacidn definitiva de especies de levaduras recuperadas de muestras
clinicas.
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AGAR BASE NITROGENADA LEVADURA.

Procedimiento de preparacion’

Preparar una solucidn de agar &l 2% ( 20 g de agar por Iitro de agua
) en au ve durante 15 minutos a 121°C/psi

Disolver 6.7 g de base nitrogenada-levadura en 100 mi de agua destilada
Ajustar el pH a 6 2 - 6 4 agregando NaOH 1 N Descartar 12 ml de ia solucién
Esterilizar por filtracion a través de un fikro Millipore apropiado Agregar 88 mi de
base nirogenada levadura y 100 mil de :ndicador purpura de bromocreso!,
preparado como para la fermentacion do carbohidratos. a un itro de la solucién
de agar al 2% Verter en cajas de Petri estériles

Usos:

Las pruebas de utilizacion de carbohidratos se usan ampiiamente para la
dentificacion definitiva de las levaduras de importancia clinica empleandose

medio el agar base nitrogenada levadura y discos de papel filtro
impregnados en carbohidratos que pueden ser comerciales o preparados
sumergiendo discos de papel filtro de “0 mm de diametro en una solucidn de
carbohidratos al 1% y secando antes de usar.
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