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INTRODWUCCITON

La candidosis es una da las cr\fermcdac!es -'mfecaiosas mas fre.cuen’res a todos los
niveles, de alta morbilidad y oumanta debido a que los facfore.s predisponentes se han
mcrementaco, como son: fisiolégicos {cambios de pH en vagina y boca, embarazo,
prematurez), enfermedades o procesos debilitantes (diabetes, desnubricién, efc.),
iHML\HOdaficiencias primarias o ac‘]quiridas, facfcwes iatrogénicos u otros. Esto da
origen a dife.venfe.s tipos de candidosis, organizéndose éstas en tres grandes grupos:

mucocutdnea, cutdnea y sistémica [1,2].

Es importanie remarcar que la etiologia de la candidosis ha estado cambiando, ya que
antes la especie predominar\fe_ era C. albicans de 85-90% en casi todas las formas
clinicas; ahora sigue siendo prcdominanie, pere las no-albicans comienzan a emergar,

incluso cada vez mas se reportan casos de dos o mas especies.

el diagnésﬁco de la candidosis es sencillo, basado en pruebas micolégicas mas que en
inmur\olégicas. La idenfificacién de las levaduras es simple, uhilizdndose pruebas
fisiaiésicas Y bioquimicas; sin embarso, siempre se necesita un primoais]amie_n!o, es
decir, la purificacién de la cepa y la idenﬁficacién completa. Recientemente han

surgido nuevos medios de cultivo, que pucder\ desde la primera vez orientar en la



especie causal, con un muy alte grado de sensibilidad; este tiene varias ventajas come
son la r'apidcz con la que se pucrfc saber la especie de que se Irata, el abalimiento del
costo (por no  requeviv prucbas bioquimicqs ¥ fisio|69icas), y sobire todo, permite

reconocer 2 & mas agentes etioldaicos, cuando esldn causando mezclas parasitarias.
9 9 ’

En base a lo anterior nosotros pretendemos con este estudio hacer un medio de cultive,
P f
que desde un primer aislamiento, podamos diferenciar entre los géneros de levaduras
oportunistas, y sobre todo, las especics de Candidla mas fre.m.\cnfcs: C. albicans, .
N

glabrata, krusal, . tropicalis y & parapsilopsis, con el objetive de incorporarlo

peosteriormente a una forma rutinaria de los aislamientos directamente de pacientes,



OBIJETIVOS

1. Deasarrallar un medio de culiivo selectivo v difcwcncicﬂ, asi cama para idenfificacién

de capas oportunistas del géncro Candida.

a2, Comprobar el uso difercr\cial del medic de cultive desarrvollade para el
primoa%sfamienfo, en una pob|acic’:n de 100 pacienies con diversos tipos de

candidosis.

3. Evaluar la sensibilidad y confiabilidad del medie de cultive mediante la identificacién

iradicional de levaduras, con pruebas fisiolégicas, bioquimicas e inmunolégicas.



MARCO TEORICO

CANDIDOS]IS

GENERALIDADES

La candidosis es una micosis que parasita piel, mucosas, y en ocasiones, diversas
visceras, por distintas especies de levaduras oportunistas del género Candida, en
especial C. albicans. Esta enfermec{ad es cosmopolita y, sin temor a equivocarnos, es
la micosis mas frcx:,ue.nfe en el mundo. No tiene prefe.rencia por a‘guna edad en
particular, ni por sexo, inicamente los casos ger\ifalcs son mas frecue.nfe.s enla mujer

por las condiciones anatémicas propias de la vagina [‘1,22].

SINONIMIA: Candidiasis, moniliasis, muguet, a]godor\ci”o, blastomicesis [1].

Los facfores predisponenh:s MAas comunes son:

1. Factores fisio!égicosz Cambios de pi, sobre todo en vagina y boca, embarazo,
prematurez.

2. ér\fermedadcs © procesos debilitantes: diabetes, tuberculosis, absceso Hcpéﬁco

amibiane, desnutricion.



3. Jr\mur\ode.ficie.ncias primarias o adquiridas: laucemias, linfomas, cnfavmcdac‘l de
HOClg'(in, S5TDA Yy para el caso espccifico de la candidosis mucocutdnea
generalizada, agamaglobulinemias y sindrome de Di George.

4. Jatrogénicos: iratamientos prolongados con antibidticos, corticosteroides y
cifotéxicos; fratamientos anticonceptivos orales Y disposiﬁvos intrauterinos.
Cateterismo y procesos quirirgicos.

5. Misceldnea: dermalosis inﬂamaiorias previas (dermatitis de contacto y del drea

del pa"ml), traumalismos ur\guealcs, mal estado de la dentadura, prétesis mal

adaptadas y humedad [1].

La mayoria de los casos de candidosis se dan de manera cndésena, por lo tanto es
necesario mencionar que los casos exéganos siempre se inician con el ingresa al
organisimo por grandes cantidades de levaduras, por ejempio por caleterismo o
drogadiccién, yo que se inoculan directamente los microorganismos al torrente

cinculatorio ['l]

La clasEfic:ac.ién clinica de la candidosis es:

MUCOCUTANEA
¢ Oral
® Cenital

¢ COastrointestinal



. B»oncopulmona»

* Mucocutdnea~-crdnica

CUTANEA
* Onteririgos
* Onicomicosis
* Del drea del paiial
* Pustulosis
¢ Granuloma
SISTEMICA

® Septicemia

® Tracte urinario
*  Maeningitis

* Endocarditis

¢ Oiras

Los microorganismos del género Candida son hongos revadurFfo»mes oportunistas que
se encuenfran en la naturaleza, se han aislado del hombre, animales ¥ de fémife_s
contaminados, Cabe mencionar que su estado sapmfifico solamente se aisla de
mucosas, tales como oral, nasal, vasir\al, tracto gastrointestiinal. Se ha aislade de
espufo, lr\e,c,e.s ¥ orina de personas sanas, en caml:rio, ne es habitual encontrarla en la
piel y uhas en condiciones de salud. El nifio al nacer puecle recibir esta levadura al

posar por el tracto vaginal de la madre. En circunstancias cspeciales Candida se



f"aﬂﬁft”‘h‘\a de comensal en oporiunista y pucde_ pvortuc.ir' desde una simp'c infcécién

bucal, hasta grave endocardilis o seplicemia, de ahi su tmportancio [3, ‘{,22].

Se ha atribuido la paioger\icidad de Candida albicans a algunas foxinas de tipo

proteolitico, esto comprueba por qué dos cepas de la misma especie pueden ienar

c]ifcrc‘.nhe. virulencia [’I] R

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Candidesis mucocutinea:

* Oral: Eslomatitis affosa, ]cnguc\ saburral, lr\e.rpe.s, Ienguc\ gcogré\fica, geotricosis.

*  Vulvovaginitis: Jnfccc.ior\cs por Trichowmona vagiralis, Gardnerella Vagr'na/r's,
Neaisseria gonorvhoeae y C., glabrata.

s Balanitis: Balanitis iv\espccffic.as, ir\e.rpé.ﬁcas, luéticas, por Trichomonas y por
Neisseria gono:‘rhae.aa.

¢  Qastrointestinal: Amibiasis, geotricosis, salmonelosis, shigc[osis.

. Broncopu!w\onar‘: anquifis bacteriana, tuberculosis, aspergilosis, criptococosis,

coccidioidomicosis, kisiop|asmosis, sarcoidosis.



Candidesis cutdnea:

. Jnfcri»igos ir\fecciosos interdigitales, submamarios, inguinales vy axilaras:
Dermatitis de contacto, derma}ofi!osis, eritrasma.

¢ Candidosis del drea del paf"\qi: Dearmatitis del drea del pa?\of, dcrma’rofi’:osis.

¢ Candidosis ungueal: Tifa de las uias, onicomicosis por kongos |e.vacfuriforme.s ¥
MO!‘\OS, me_'anoma subunguea!, infec:ciones bacfe_rianas (pscu(;/ornonas S v
SfGPAy/ococcus sp.), dermatitis de contacto, daficiencias vitaminicas, liquen plc:mo
¥y psoriasis ungueaL

¢ Pustulosis cutdnea: Foliculitis, acné, criptococosis.

*  Granuloma candidésico: Granulomas cfermaioffﬁcos, tubercolosis verrucosa.

Cras:
*  Endocarditis, seplicemias e infe,ccione_s del fracte urinario: Con ir\fe.c,cione.s
bacterianas.

. Mer\insiﬁs: Crip*ococosis s infeccion&s bacterianas [‘1]

ASPECTOS INMUNOLOGICOS

1. La inmunidad que el hospede.»o presenta en defensa a estos agentes eﬁo|63ic,os es

debida a la presencia de transferring, anticuerpos e inmunidad celular, dicho en



10
orden creciente de importancia. Lo evaluacién de esta se lleva a cabo
basicamente con una intradermorcaccién, ulilizande un antigeno (candidina), que
es un polisacérido de N-acetil glucosaming, que se ha subdividido en dos tipos: A
v B.los que generan cruce antigénico con ofras especies de Candida y especies
de Salmonalla C-1. &I fih diognésﬁco es correlacionando los resultados con titulos
seroldgicos o para evaluar hiparsensibilidad de pacientes alérgicos.

2. La se_ro|09ia es util para casos de candidosis profundas y sistémicas: Las téenicas
mas utilizadas son intradermorreaccién, agluﬁnacién en latex, radicinmunocandlisis,

inmunoelectroforesis, fijacion de complemento, hemaglutinacién y ELISA.

TRATAMIENTO

Tanto el medicamento, como el fipo de tratamianio dependera del tipo de candidosis y
del factor predisponente de la enfermedad en cada paciente, por lo que puede darse
topicamente (soluciones acidas, bésicas, violeta de genciana al 1%, nistating,

imidazoles % derivados carbamilados) y/o en tratamientos sistémicos {(imidazoles,

triazoles o hasta anfofericina B} [1].



MICOLOGIA

Estas levaduras incluyen un variade nimero de especies, alrededor de 150,
sobresaliende . afbicans, la que depaendiendo de la topografia de donde se aisle, se
pucde encontrar entre un 60 6 hasta un 85%. Su clasificacion taxondmica es de la
siguiente manera [1,2]:

CL;ASG: Dcuieromyccies

SUBCLASE: Blasfomyce.fidiac

ORDEN., . Criptococal

FAMILIA, Cripfoaaceoe.

GENERO: Candida
ESPECIES: albicans, tropicalis, stellatoidea, krusei, parapsilopsis,
pseudo{-ropica]is, gui"ermondii, famq'ra, ze.)_/lahoides, lucitaneae ¥ glabra’ra,

recientemente incluida en esta c|asificaciér\; entre las mas importantes,

Su forma de rcproduccién es asexuada, es decir, por gemacidon, y a estas estructuras
se les denomina biasfoconidias; pucden formar pse_udomicelio (fase. infecfahie) y/o
verdadero micelio; genero!menfe son ureasa negativas, no fowncm cé\psulas,
sigmentos carotenoides ni almidén; no asimilan el inositol. . albicans es la tnica que

rwresenta estructuras repmduciivas de resistencia lamadas clamidoconidias. Cuando
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en el organismo ocurren ciertos cambios fisiolégic.os debido a diversos fac.h.wes, como
variacionas de pH, procesos debilitantes, inmunocfcficiencins o ingesta de ciertos

mcdicame.r\i’os, se favorcca el desarrvollo de estos microorganismos, provocc’mdosa ast

la anfermcdad denominada candidosis [1,2,3].

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

En el laboratorio se analizan muestras de todo tipo, dcpendicndo de la candidosis,
como secresiones, exudados, escamas, sangre, LCR, esputo, oring, ete,; y el andlisis

consta de los siguientes pasos para ! diagnc’)sﬁco:

1. Examen directo. Con este método sélo es posible demostrar la presencia de
elementos micéticos o de levaduras en un fe.jid'o o en un producfo de secrecién. La
muestra se coloca entre porta y cubrcobje.fos con KOH ol 10% & 20%, o con
dime.ﬁlsu'féxido al 10% (basta con una gota); esto con el fin de aclararla, es deciy,
disolver la capa coérmea de la piel; y puede acelerarse este proceso con un poco
de calor. Una vez c|arific.ada se observa al microscopio con los objeiivos de 10X y
40X. la presencia de pscudofilamcr\fos v blastoconidias son indicadores de la

er\fermedacf, sélo en zonas donde no es f‘ora habitual, como en las uiRas, basta con
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hallan blastoconidias para el diagnésﬁco paiolégico, Ya que en esla zona no exisle

de mancra comensal Candida [1,5].

0

Cultive. Tadas las especies del género en cueslidén erecen en medios de cultive
ricos, sin embavso, con el fir\ de hacer selective su dcsarro”o, utilizamos medios
pobres, pH écido o la adicién de c1|96m antibidtico, para impcn'ir el crecimiento de
[Jac‘rerias, con el propésito de evitar confu.sior\cs; las caracteristicas coloniales en
la mayoria de los meadios son semejantes, es decir, dan colonias b|anque,c.imas,
concavas, cremosas, bordes regulares y opacas, ¥ aparecen por incubacién de
25-37° C de 2 a 3 dias; de asta forma usamos medios como el Sabouraud Agar ')
Micosel,- el primero es po[:wc en nutrientes y el scsundo contiene la misma base +
cicloheximida (actidiona) y c!orque.nicd en su fovmulac.ién; sin embargo, el
desarrollo de nuestras levaduras en eslos medios sirve tan sdle para la
determinacidén de su presencia y su aislamiento, pere si nuesho objcﬁvc es la
determinacion de especies, requiero de mas prucbas [1].

Exislen otras prue_bas atiles para la deteccion de estos microorgonismos que nos
ayudan an el diagnéstico, como son: biopsia (para casos cutdneos profundos), rayos
X (en casos pulimonares), fomografia (casos meningeos), pruebas inmunolégicas (para

valorar hipersensibilidad tardia) y scrologfa (il sélo en casos profuncfos y sistémicos)

[1].



OTRAS TECNICAS DE TDENTIFICACION DE

LEVADURAS DEL GENERQO CANDIDA

METODOS CONVENCIONALES
T eniendo la finaiidacl de un medio selectivo para el género de Candida, se desarrollé
el mﬁdio__d.c_nggg (Nickerson), que contiene una gran cantidad de citratos para
impadir el crecimiente bacteriano, 3% sulfifos, que al ser reducidos a sulfuros, las
colonias se presentan con una coloracidn c,afé_ elave a oscuro; ésto se Iogra gracias a
que estas levaduras llevan a cabo la reduccién extraccldar de un complejo de
bismuto ¥ su|fi{o, formér\dcse ast el sn|fuv~o de bismute, que da la coloracién; sin
embarso se ha visto que otras levaduras también desarrollan de manera semejante,
por o que no es atil para lo deteccidn del género, y mucho menos de la especie, pero
st es orientador. El fundamen}o de esta téenica radica en que dicha reaccién de
reduccién del comp'cjo (sulfﬁo hidréxide de bismuto) se da come la reaccidn entre la
coenzima I, teniendo al hidrégeno coms donader (proveniente del metabolismo
encrgético de la célula), y el gluioﬁc'm oxidado, que se reduce, a través de la gluiaﬁén
reductasa, 1% la coenzima | fransficre. un hidrégcno a la cistina por la presencia de la
misma enzimoy este papel describe la reduccién de suffifo por levaduras, destacando

la habilidad que tfienen algunas especies de Candida para reduciv sulfiios
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inorganicos, cuando les es proporcior\ado un comp'e.jo de bismute en un medio
apropiado [6,9,10,11].

Persiguienclo la meta para la idcn’rificacién de especies de Candida, se manc}onarén

algunas técnicas Ghiles para este fin:

Eilamentacidn de_suero:

Esta téenica es presuntiva pora . albicans, Se basa en la inoculacidn de la cepa
problema en suero humane normal, se ineuba a 37° C durantc 3 a 3.5 hes
pesteriormente se hace un examen en fre_sco y: sila prueba es positiva, se observan
tubos germinativos o fase de fi|ame.nfaciér\ de 5 a 15 Wm. Cabe mencionar que todas
las especias de Candida desarvollardn dicha germinacidn rebasandose el tiempo que

se indica [‘1,2, 5,7].

Praduccién.de clamidoconidias:

Se basa en la siembra de la cepa problema en un medio pobre y tenso, come lo s el
Agar de harina de maiz o “Corn Meal” (medio de cultive pobre), adicionado con un
tensoactivo como el Tween-80 (al 19%). Al imcubarte a 25° C durante 72 hrs. se
tienen resultados. Para su estudio, se coloca la caja de Petri en la platina del
microscopio, y se puede hacer la observacién con los obje.ﬁvos de 10X y 40X. La

presencia de clamidoconidias (eshructuras reproductivas redondas, de doble
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membrana y de 10-12 Um de didmetro), es un indicador definitive de que la cepa se
trata de . albicans {prueba deferminante). Todas las demas especies de este
género en el medio, desarrollan pseudomicclio y blasiceonidias, con excepcién de
[ 9/a(:wafa, que solamente presenta blastoconidias, por lo que el incramanto de estas
estructuras puede indicar la parasitacién de ésta. Cabe mencionar que en muy raras

ocasiones C. stallatoidea {especie muy poco comiin} ha presentado clamidoconidias

pequehas [1,5,'1.‘2].

Pruebos de auxonagrama de carbone.

Se basa en la utilizacién de diversos carbohidratos por las diferen!es capas, ¥ los
resultados se comparan con tablas reportadas en la literatura, segin el metabolisme
de cada espacie. Esta técnica se realiza sembrando cada cepa en un medio sélide,
de base pepionqda ¥ con ausencia de hidratos de carbono. Estas sustancias se
absorberdan en sensidiscos (del 1 al 2 %) individualmente, Yy se colocaran en las

p[acas. €l desarrollo alrededor de cada disco, indica prueba positiva para diche

sacarido [1,2,5,8].

Prueba de zimograma
Esta técnica se fundamehfo en la presencia de difemnfes enzimas en las levaduras,

capaces de ferme.n*ar los hidratos de carbone a una concentracidn del 1 al 5% en un
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medio de cultivo liquido. Esta deteccidn se lleva a cabo con el viraje de color de los
indicadoras de pH (como rojo de fenol o purpura de bromocresol} y la produccién de

gas, revelada por una campana de fcrmenfac.ién en el fondo del tubo. Se ineuba a

25° C durante 5 a 15 dias [1,2,5,8].

METODOS DE VANGUARDIA

Actualmente se estan manejando 3 sistemas automatizados que son el APJ 200,
AP Veast-Tdant (Analytab Products, Tne. Plainview, NV} vy Uni-Veast-Tek
Sysiem (Flow Laboratories, Rosly, NV). Ademds se estédn probando en algunos
laboratorios 2 sistemas mds, el AMS (Vitek Sysstems, Hazelwood, MO) y &l
Quantum (Abbott Laboratories, Diagnostic Division, Dallas, TX.). Todos estos se
rigen por el principio de auxonograma Yy zimograma, uhlizando sustratos

deshidratados en mic_ropoainos; la utilizacién de estos por las cepas p»obfemas, serd

detectada por un sistema computarizado [8].

Otro método que no puede cle_jar de mencionarse, por la precisidn, rapiclez Yy escasa

muestra que requiere, es la Reaccidn_en Cadena de la Polimerasa o PCR, ya que
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ufiliza un pequeno fragmcnio de DNA de la célula micética obtenida de una muestra
clinica, y as amp]ificnr{a de forma c-.specffica, reconocida e idcn’rificadcu con una sonda
de oligonuclestidos; con asto logramos, en muy poco tiempo, saber la especie del

agente ctioldgico en cuestion [8].

A continuacion se mencionarédn alsunos medios de cultivo que se han desarrollade ¥
comercializade con el fin de simplificaa‘ ¥ fac}lifar el h‘a[:vajo de c"ife.re.nciacién de
espacies en cultivos mezclados e idenﬁficac:ién répida y directa de los agentes

eﬁo‘égicos de la candidosis, especialme.n{e. los que presentan resistencio a agentes

anﬁf&ngicos {13]:

Agar Ccandida TD

Sus componentes son: bioting, 2 g; extracto de levadura, 6 g fosfalo dcido de sodio,
0.5 g; substrato cromogénico {hexosamina), 0.05 g; buffer de sal monosddica de dcide
N-2-acatamidoimino-diacético, 0.5 g, su'faio de gentamicing, 0.05 g; ¥ agar, 14 g
completar con 1 L de agua destilada (pH 6.6), La iden‘}ificaciér\ de . albicans se

lleva a cabo con la aparicién de colanias color azul ¥y apariencia lisa. La presencia

del antibidtico impide la contaminacién bacteriana {13,14,15,23].



CHROMagar Candida

Se compone de: peptona, 10 g glucosa, 20 g agar, 15 g; cloramfenicol, 0.5 o v
mezcla cromogénica, 2gt completar a 1 L de agua destilada. Se pucde usar para
aislamiento e ideniificacién presuntiva de &, afbicans, que da colonias color verde, C.
:‘r'opica/f's, colonias azules rodeadas de un hale rosa, €. krusei color rosa y
apariencia afe.lpada y la diferanciacic’m de estas especies de otras levaduras, con

base en un fue»-h:-_ contraste del color de las colonias producido por reacciones

enziméticas especie-especificas y un substrato cromégenc apropiade [16,19].

Medio que ayucla a la diferer\ciacién de . albicans de otras especies del género,
basade en el desarvollo del color por el crecimiento de levaduras en un medio que
contiene clorure de 2,3,5—+rifeni|fe_lrazolio. Con la Sptima  concentracion de este
compuesto, que es 100 Ng/mbL (0.01%), £. albicans produce con textura cremosa,
coloracién de blanca a rosa. Otras especies de Canclicla producen rojos oscuros de
aspecto cremoso o colonias blancas pulverufe.nfas. El medio incluye neomicina para

suprimir el desarrollo bacteriano. &1 fundamenio de esta tdenica es la capacidad da

las levaduras de este génere en reducir la sal inorganica cromégena [16,17,18,19].
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Eosfomalibdate agar
Este medio fua desarrollado por Costa y Branca™, y as en &l donde . albicans
presenta colonias de color verde y, otras especies del género, color azul, per la
habilidad de estas levaduras de reducir la sal proveniente del aeido fosfomo]ibciico, Y
producir asi, un complejo coloride; de esta forma, de acuerdo ala pigmentacién de la
colonia, transparencia u opacidacl, ¥ la presencia o ausencia de algu\na reaccién
alrededor de ella, se permite la diferenciacién. La pigmentacién fue explicada por
Maclaren y Arman”’ como una evidencia de la acumulacion y reduccidn del
molibdato dentro de las células de la levadura; y apoyando esta exp]icacién, ellos
reportan que la reduceidn del molibdato occurre por varios pasos, dandose primero, el

azul, de.spués el verde Yy fir\almenfe. proclucios café [16,20,2‘1].
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METODOLOGIA

Se obtuvieron las cepas de nuesivo inlerés del cepario de la Facultad de Quimica de la
UNAM, de calidad ATTE, entre las cuales estaban C. albicans, C. tropicalis, e
parapsilopsis, €. krusei, . glabrata, Sacharomyces ceravisine, 5. bayanus,

Cr‘\_/pfococcus ncofomnans ¥ Hansenula sp.

Como primer paso sa sambraron todas las levaduras en el medio de Sabouraud y con el
fin de compro[)ar pureza, se realizé tincidn de Gram a cada especie y sembramos en

medic Biggy, comprobando asi, ausencia de desarrollo bacterianoc.

Posteriormeante proccdimos a probar el crecimiento de nuestros microorganismos en
medios de cultive con sales inorgdanicas cromdgenas, con el fin de registrar las
caracteristicas exactas del desarrdllo de cada especie, y para esto utilizamos los medios
de Agar Pagano Levine y Agar de 4cido fosfomolibdico, a continuacién detallandose su

composicidén,

Agar Pagana Levine. Medio con cloruro trifenil tetrazolio (TTC)

Peptona 10 g
Extracio de levadura 19

Dextrosa 40 g
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Agar 159
Agua destilada 1000 ml
TTC 0.1g
Cloramfenicol o

Neomicina 059

1. Disolver en el agua todos los ingl*cdie,nfes a excepcion de! TTC, calentando de sewr
necesario.

2. Esterilizar a 121° C y 15 |!9/p|52 durante 15 min.

3. t’_':,nfriar el medio a 50-55° C, con el fin de que no se oxide la sal al agre.gar'a.

4, J"-\jb'.sfar el pH a 6.0 con HCL

. Afadir el TTC en solucisn 0.01 g/ml, an condiciones de esterilidad (2 ml= 0.02g).

n

6. Envasar.

Agar de Acida fasfamalibdica (AEM).

Peptona 10¢g
Sacarosa 20 g
Agar 15 g
Agua destilada 1000 ml

Ac. Fosfomolibdico 1.5 ml al 12.5% por cada 100 ml

Neomicina o
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Cloromfcnicol 0.5 g

La preparacién se lleva a cabo igual que el medio anterior, el ajuste de pH se hace entre

6-7. }\giia» hasta disolver el sel que se forma de la sal [20].

Una vez tenidos los resultados de estos medios, se pror:.edié a disenar una formu'ac?én
que tuviera las dos sales crombgenas cn las proporciones adecuadas, con el propésite de
ifjeﬂﬁficcw cada especie por variacidn del color de las eolonias, por lo que en lo
consecuente se mencionaran los ensayos realizados. Cabe mencionar que la incubacién
de los medios sa hizo o 28° £, duranta el tiempo que fuera necesario para observar

resultados opreciables.

Medio de cultive base

Peptona 10 g
Sacarosa 40 g
Agar 20 g

Agua destilada 1000 ml

aoramfzniccl 0.5g

1. Disolver todo perfeci'aman%e an el agua, utiizande calor de ser necesario.

2. ;Ajusfar el p‘]‘l a 6-7.
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3. Esterilizar 15 min o 120° C.
4, chc\r cnfricw a 50-55° C.
5. Se agregaron las difere‘.nf'es combinaciones de sales en solucidn, Sal 1. | I I,C]=O.‘1

g/ml y Sal 2. [}\F:M]=’|2.5%, como se muestra en la siguiente tabla:

Ensayos Sal1 Sal2 Observaciones Resultados
V {ml} V (mb
Ensayo 1 10 15 El medio no gelificé /
Ensayo 1-A 10 15 El pH fue ajustado des- Coloracion colonial azul,
pués de la esterilizacion No diferenciacion

Ensayo 2 20 15 C" "

Ensayo 3 50 15 " No diferenciacion adecuada
Ensayo 4 50 10 " "

Ensayo & 50 8 " Diferenciacién adecuada

€n base a los resultados obtenidos por el altimo dato referido en el cuadro, concluimos

que esta composicidn es la idénea para la difercnciociév\ de nuestras cepas, sembrando

por estriado ¥ teniendo una incubacion a 28° C durante 48 hrs.

Posteriormente, se confinud con la preparacion de dicho medio para ser pmbado,
;
sembrando muestras de pacientes del Hospiial Ceneral 5.5.A. con datos clinicgs de
s
candidosis, o bien, del desarvollo del cultivo que se obtuve de estos; 0% el erecimiento

obtenido se compard con el de las cepas modelo, con el fir\ de que, por la coloracidn

colonial, se emitiera el resultade, es decin, la distincién de la especie.
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CRITERIOS DE INCLUSITON:

* Pacientes con dates clinicos de candidosis.

¢ Pacientes que no l«.ayan recibido tratamiento antimicético tépico durante 2 semanas
previas y, un mes en los sistémicos.

¢ Cultives positivos de Candida sp., provenientes de pacientes internos y externos del

Hospital General 5.5.A.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

¢ Pacientes que no cumplan con los tiempos esﬁpu‘ados de uso de antimicdticos.

¢ Cultivos provenientes de pacientes que, pareciendo tenar desarrollo de Candida sp.,
sea otro el micvoorganismo existente.

¢ Pacientes que teniendo aparenfes datos clinicos de candidosis, su examen directe y su

cultivo resulten negativos.

TOMA DE MUESTRA

1 a toma de muestra se realizé en dreas donde se observaran lesiones evidenles de esta

enfermedod; en boca, segin las formas clinicas de la candidosis oral, p|ac.as

blanquecinas, eritematosas o lesiones mas prominentes, por lo que en ésta y otras
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mucosas se realizd un raspado con el asa cho'égiccx; en picl, un raspar]o de escamas
con portachjetos, en donde observdbamos eritema, maceracidn an grandes pliegues,
pracas satélites o eritematoescamosas, y en winas, m‘ilizan:‘]o. el bisturi, un raspario en la
zona afe.ciada,- siguiar\do eslos pases, se obtuvo la muestra tanto para el examen divecto,

como para el cultivo.

Al cabo de una incubaciéon de 48 hes. del cultivo sembrado en el medio da prucba, se
registraran las caracteristicas del desarvollo y principaimcnic el color, para emitir el

reconocimianto de la especie.

Una vez que se reconocieron los agentes ir\fccciosos (Candica sp.), se sambraron an
agar de ‘Corn meal” + tween 80, con el propdsito de hacer una comprobacién de las
cepas identificadas, sobre todo en el caso de & albicans. En los casos confusos, en los
que de manera t.‘f'rffc“ sc presenforon las clamidc»conia'ias, ulilizamos cl sistema de
Fonsiscre.cn de Sanof'. Finalmente, Y para valoracién de las cepas no albicans, se
utilizaron pruebas bioquimicas (fermenfaiivas), y para el caso de Cryplococcus
neoformans se hizo una prueba inmunofégica de aslufinacién con pari’icu]as de latex Yy la

prueba c]e IO ureasa,
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FORMACION DE CLAMIDOCONITDIAS. Fundamento.

Las dlamidoconidias son células de parecl gruesa, son terminales o estan intercaladas en
una pseudohifc\. Se les denomina estructuras de resistencia ya que permanecen como
parte del pseudomicelio y sobreviven cuando este ha muerto y se ha c{csiﬂfegf‘ﬂdoi son
vesistentes a condiciones desfavorables Y germinan cuando las condiciones se tornan
favorable,s para el desarrollo ve.ge.fafivo. Su formaciér\ se induce, entre ohros, con el

medio de Havina de maiz + Tween 80, cuyo fur\clamcnio se describe anteriormente

[1,24].

PRUEBAS BIOQWIMICAS. Fundamento.

Son reacciones metabélicas e.specific.as de cada especie que se documentan para su
difere.m:iacién. En este caso se ulilizaron pruebas fermer\faﬁvas, es decir, la capacidad
que tienen las levaduras para ferme,r\far el carbohidrato presente an el medio de cultivo,
segin las enzimas con las que constan. Los resultados se determinaron con el vire de un
indicador de pH, rojo de fehol, de tal manera que la prueba es positiva si ferme.n!a el

azticar o se acidifica el medio, adquiriéndose la coloracidn amarilla.
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AGLUTINACITION EN LATEX.

Prueba inmuno'c’)gica para Pat neoformans.

Teniendo anticuerpos anti-C. ne:oformans adheridos a par‘ﬁcuras de latex, al enirar estas
en contacto con dicho microorganismo, se observa una reaccién de aslufinacién sobre

una superficic oscura.

REACCION DE LA UREASA, Fundamento

. neaf;:rmans posee una enzima en su metabolismo intrinseco llamada ureasa, con la
capacidad de degradar la uren (de pH alecaline). En el medio de cultive se colocan los
nutrientes necesarios y un indicador de pH (rojo de fenol), con el o[:vjeio de idenlificaa* la

hidralisis de esta sustancia con un vire de colos.

Se realizaron pruebas no parométricas de X* (ji cuadrada) y pruebas rr\'rpcrgcoméfr'rcqs
de Fisher, con el fin de evaluar la confiabilic[ad del medio de cultive por nosotros

dGSG PHO"C\C*O.
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RESULTADOS

€l desarvollo de tas levaduras de la especie Candida y ain de las demas especies que
manejamos en Agar Pagano Levine fue muy semajante, todas ﬁucfun»on entre un color

rosado, que va de clarc a intenso, variando su brillantez,

En el medio de ;Agar Acido fosfomohbdico todas las levaduras desarrollaron un color azul

intfenso, variando también, su brillante=z.

Enla tabla 1 se muestran las caracteristicas coloniales de las cepas modelo, utitizando e!

medio desarrollado.

En la tabla 2 mencionamos los datos de los pacientes incluidos en este h‘abajo y la

especie produc_fora de su enfé’rmcdod, segtfm el color de la colonia.

En la tabla 3 se veporta la forma en que se valoré el estudio. Por la formacién de
clamidoconidias para las especies de C. albicans Yy con el %it” de Fongisc.ree.r\ de Sanofi,
para aquellas que nos ocasionaron prob'emas en su Hpificacién. Con pruebas bicquimicas
para las especies de . gfaéf‘afa, C. stellatoidea, y Cryplococcus neaﬁ:wmans, que

fue.ror\ las especies obtenidas de pacientes, estudiando su capacidacl fcrmeh!aiiva de



30

dethsq, maltosa, sacarosa ¥ lactosa, de donde se conoce po» la bibliosraffa que .
gfabr'afa sélo ferme.nfa la clc.;drosa, . stellatoidea es dextrosa +, maltosa +, lactosa -,
sacarosa - y (. neoformans no fe.rme,nfa ninguna de éstas. Para este dliimo también se

realizé o prueba de la ureasa y una téenica inmunolégica de a5|uﬁnacién an latex [8}

En la tabla 4 se detallan las especies no-albicans presuntamente encontradas, las

pruebas bioquimicas realizadas y las especies comprobadas.

Por el |r\a||azgo de haber encontrado Crytococeus neofo»-mans en la orina de un paciente,
se hizo la prueba de ureasa, la cual salid positiva, y ademads, la de ag]uﬁr\acién en latex
DACAD" (determinacion anligénica de criptococo por aglutinacién directa), que

tambidn nos confivmé el resultado anterior.

Las pruebas estadisticas realizadas mostraron resultados muy safisfacforios, puesto que
utilizando la técnica de X% la P<0.0001, donde para . albicans X’=100, y para .
glabrafa X2=87.9, le que nos indica ser una prueba estadisticamente significaﬁvq, es
decir, que nueshros resultados no se dieron al azar. De la misma forma, uHlizando la

prue.ba exacta de Fisher para las 2 cepas, la P<0.0001.
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TABLA 1
Espacie Color Brillantez | Tamaro | Consistencia | Bordes Forma ;*"\spccio
C. tropicalis Café mamey Mate Pequeiio Cremaosa Regulares | Céncava | Rugoso
C. krusei Verde olivo claro Brillante Pequeio Cremosa Regulares | Céncava Liso
y transldicido
C. parapsilopsis {Café mamey osc.]|  Brillante Pequefio Cremosa Regulares | Céncava Liso
C. albicans Café rojizo Brillante Pequefo Cremosa Regulares | Concava Liso
C. glabrata Rosa claro Brillante Pequeiio Cremosa Regulares [ Plana Liso
S. bayanus Mamey rojizo | Semibriltante | Pequeiio Cremosa Regulares | Concava Liso
S. cerevisiae Mamey rojizo Brillante Pequeiio Cremosa Regulares | Concava Liso
C. neoformans | Rosa anaranjado Brillante Pequeiio Cremosa Regulares | Céncava Liso
Hansenula sp. Rosa medio Mate Pequefio Seca Regulares | Céncava | Rugoso
TABLA 2
No. Del paciente Edad [|Sexo |Muestra |Especie causante Color colonial
1 3a M Crina C. abicans Café rojizo
2 1a M Crina C. albicans Café rojizo
3 36a M Espido C. abicans Café medio
4 Ma F Boca C. abicans Café medio
b 19a F Boca C. abicans Café rojizo
6 478 M Esputo C albicans Café rojizo
7 60 a F Espulo C. abicans Café claro
8 71a M Espulo C. abicans Café medio
9 23a F Orina C. glatrata Rosa claro
10 B a F Boca® C. albicans Café medio
TABLA 2, continuacidon
No.De' pacicn!e Edad |Sexo Muesira |€specie causante Color colonial
11 35a M Ligq. bronquia C. albicans Café medio
12 25d M Qrina €. albicans Café rojizo
13 34 a F Nariz C. albicans Café medio
14 36 a M Boca*® C. glabrata Rosa claro
15 17 a F Boca® C. atbicans Café medio
16 50 a F Ojo C. albicans Café medio
17 84a F Boca C. afbicans Café medio
18 64 a F Esputo C. afbicans Café medio
19 61a M Esputo C. albicans Café medio
20 41a M Esputo C. albicans Café rojizo




TABLA 2, continuacion
ND- Dol paci(:nie Edad Sexo |[Muestra éspecie causanie Color colonial
21 75a F Esputo C. albicans Café rojizo
22 52a F Esputo C. albicans Café rojizo
23 45a F Boca* C. albicans Café rojizo
24 274 M Pene* C. afbicans Café rojizo
25 25a M Boca* C. glabrata Rosa Claro
25 21a F Boca C. albicans Café rojizo
27 35a F Qrina C. glabrata Rosa Claro
28 im M QOrina C. afbicans Café rojizo
29 23a M Boca C. albicans Café rojizo
30 55a F Vagina C. albicans Café medio
TABLA 2, continuacién
No.De! paci(:.nfc Edad Sexo Mue.sira Gﬁpecie causanta Color colonial
31 8a M Orina C. glabrata Rosa medio
32 54a F Vagina C. albicans Café rojizo
33 36 a M Lengua C. albicans Café rojizo
34 €1a F Esputo C. albicans Café rojizo
35 18 a M Boca C. albicans Café rojizo
35 64 a F Esputo C. albicans Café rojizo
37 43a F Boca C. albicans Café rojizo
33 248 M Boca C. albicans Café mjizo
3% 203 F Vulva C. albicans Café njizo
40 27a F Vulva C. albicans Café rojizo
TABLA 2, contihuacion
No.Del pacienfe Edad |Sexo |Muestra especie causante Color colonial
41 40a M Esputo C. afbicans Café medio
42 18d M QOrina C. albicans Café rojizo
43 12a M Boca* C. albicans Café rojizo
44 15a F Vulva* C. atbicans Caté rojizo
45 3%a M LCR C. albicans Café rojizo
46 41 a M Boca C. albicans Caté rojize
47 38 a F Boca C. albicans Café rojizo
48 60 a F Boca C. albicans Café medio
49 67a F Esputo C. albicans Café medio
50 63a F Boca C. albicans Café rojizo
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TABLA 2, continuacion
No. Det paciente Edad |Sexo Muestra C‘:ﬁpecig causante Color colonial
51 63a F Esputo C. atbicans Café rojizo
o2 39a F Vagina* C. albicans Café rojizo
C. gabrata Blanco rosado
53 652 F Esputo C. albicans Café rojizo
54 41a M Boca C. albicans Café medio
55 19 a F Boca C. ahbicans Café rojizo
56 47 a M Esputo C. abicans Café rojizo
57 60 a F Espuo C. abicans Café claro
58 7ta M Esputo C. albicans Café medio
59 23a F Orina C. gahrala Rosa daro
60 3Ba F Boca* C. abicans Café medio
TABLA 2, continuacién
No.Del paciente Edad |Sexo |Muestra |6?ecie caunsante Color colonial
61 35a M |Lig. brongquial C. albicans Café medio
62 25d M Qrina C. albicans Café rojizo
63 3Ma F Nariz C. albicans Café medio
64 36a M Boca* C. glabrata Rosa claro
65 17a F Boca* C. albicans Café medio
68 S0a F Ojo C. albicans Café medio
67 84 a F Boca C. albicans Café medio
&8 64 a F Esputo C. albicans Café medio
69 61a M Esputo C. albicans Café medio
70 41a M Esputo C. albicans Café rojizo
TABLA 2, continuacién
No. Del paciente Edad [Sexo |[Muestra |Especie causante Color colonial
7 75a F Esputo C. aibicans Café rojize
72 52a F Esputo C. afbicans Café rojizo
73 45 a F Boca* C. albicans Café rojizo
74 27a M Pene* C. albicans Café rojizo
75 253 M Boca" C. glabrata Rosa Claro
78 21a F Boca C. albicans Café rojizo
77 5a F Crina C. glabrata Rosa Claro
78 1m M OCrina C. albicans Café rojizo
79 238 M Boca C. albicans Café rojizo
80 55 a F Vagina C. albicans Café medio
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TABLA 2, confinuacién
No.Del pacienfe Edad |Sexoe |Muestra ﬁspecie causante Color colonial
81 8a M Qrina C. albicans Café rojizo
a2 54 a F Vagina C. albicans Café rojizo
83 36 a M Boca C, aibicans Café rojizo
84 61a F Esputo C. albicans Café rojizo
85 18a M Boca C. albicans Café rojizo
86 64a F Esputo C. albicans Café rojizo
87 43a F Boca C. albicans Café rojizo
88 244 M Boca C. albicans Café rojizo
89 20a F Vagina C. albicans Caté rojizo
00 27a F Vagina C. albicans Café rojizo
TABLA 2, continuacidn
No.Del paciente  |Edad |Sexo |Muestra |Especie causanice Color colonial
91 40 a M Esputo C. albicans Café medio
92 18d M Orina C. albicans Café rojizo
93 12a M Boca® C. albicans Caté rojizo
94 15a E Vagina* C. albicans Caté rojizo
85 39a M LCR C. albicans Café rojizo
96 41 a M Boca C. albicans Café rojizo
97 36a F Boca C. albicans Caté rojizo
98 80 a F Boca C. alblcans Café medio
99 67 a F Esputo C. albicans Café medio
100 63a F Boca C. alblcans Calé rojizo
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Las muestras marcadas con un * fuemn sembradas directamente, no asi las demaés, ya

que se sembramn a parﬁr del CM"HVO en Sabow‘aud.



TABLA 3
No. especic Desarrollo en "Corn meal” Fonsiscreen Pbas. Bioquimicas
1 C. albicans clamidoconidias C. albicans /
2 C. albicans clamidoconidias / /
3 C. albicans clamidoconidias / !
4 C. albicans clamidoconidias / /
5 C. albicans clamidoconidias C. alhicans /
i} C. albicans clamidoconidias / /
7 C. albicans clamidoconidias / /
8 C. albicans clamidoconidias C. albicans /
8 C. glabrata blastoconidias / C. glabrata
10 C. albivans clamidoconidias C. albicans !
TABLA 3, continuacidn
Ne. Espeéie Desarrollo en "Corn meal® Fong?screen Pbas. Bioqu?micas
11 C. albicans clamidoconidias C. albicans /
12 C. alhicans clamidoconidias / /
13 C. alhicans clamideconidias / !
14 C. giabrata blastoconidias / C. glabrata
15 C. aibicans clamidoconidias / !
16 C. albicans clamidoconidias / /
17 C. abicans clamidoconidias / !
18 C. albicans clamidoconidias / !
10 C. alicans clamideconidlas / /
20 C. aibicans clamidoconidias / /
TABLA 3, continuacion
No. Especie Desarrcllo en "Corn meal” Fongiscreen |Pbas. Bioquimicas
21 C. albicans clamidoconidias / /
22 C. albicans clamidoconidias / /
23 C. albicans clamidoconidias C. albicans /
24 C. albicans clamidoconidias / /
25 C. glabrata blastoconidias / C. glabrata
26 C. albicans clamidoconidias / /
27 C, glabrafa blastoconidias C. glabrata
28 C. albicans clamidoconidias / i
20 C. albicans clamidoconidias ! /
30 C. albicans clamidoconidias / /
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TABLA 3, continuacion
Nao. (::spec're. Desarrollo en *Corn meal® Foneiscrcen Pbas. Bioquimicas
31 C. glabrata blastoconidias alargadas ! C. neoformans **
az C. albicans clamidoconidias / !
33 C. albicans clamidoconidias / !
34 C. athicans clamidoconidias / /
35 C. albicans clamidoconidias / !
36 C. abbicans clamidoconidias / !
a7 C. albicans clamidoconidias / !
i3 C. albicans clamidoconidias / /
39 C. albicans clamidoconidias / !
40 C. albicans clamidoconidias / !
TABLA 3, continnacidn
No. especic Pesarrolla en "Corn meal® Fonsiscmcn Phbas. B'roqufmicas
41 C. albicans clamidoconidias / /
42 C. albicans clamidoconidias C. albicans /
43 C. afhicans clamidoconidias C. atbicans /
44 C. albicans clamidetonidias / /
45 C. albicans clamidoconidias / {
45 C. albicans ciamidoconidias / !
47 L. albicans clamidoconidias / !
48 C. albicans ctamidoconidias / /
49 C. albicans clamidoconidias / !
50 C. albicans clamidoconidias C. albicans /
TABLA 3, continuacion
No. espccic Desarrollo en "Corm meal® Fongiscrcen Pbas. Bioquimicas
51 | C. albicans clamidoconidias / /
52 | C. afbicans clamidoconidias / /
C. glabrata blastoconidias / C. stellatoidea
53 | C. albicans clamidoconidias / /
54 | C. aibicans clamidoconidias / /
55 | €. atbicans clamidoconidias C. abicans /
56 |C. albicans clamidoconidias / /
57 | C. abbicans clamidoconidias / /
58 |C. albicans clamidoconidias / /
59 | C. glabrata btastoconidias / C. glabrata
80 |C. albicans clamidoconidias C. alhicens /
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TABLA 3, continuacion

No. especie Desarrollo en "Corn meal” anaiscrcen Phas. Bioquimicas

61 C. alhicans clamidoconidias C. albicans /

82 | C. albicans clamidoconidias / /

83 | C. albicans clamidoconidias / /

64 | C. glabrata blastoconidias / C. glabrata

65 C. alhicans clamidoconidias / /

66 C. afbicans clamidoconidias / /

67 | C. albicans clamidoconidias / /

68 | C. albicans clamidoconidias / /

689 | C. aibicens clamidoconidias / /

70 C. albicans clamidoconidias / /

TABLA 3, continuacion
No. Especie' Desarrollo en *Corn meal® Fonsiscreer\ Pbas. Bioquimicas

71 C. albicans clamidoconidias / /

72 C. albicans clamidoconidias / /

73 C. albicans clamidoconidias C. albicans /

[ 74 | C. albicans clamidoconidias / /

75 C. glabrate blastoconidias / C. glabrata

76 C. albicans clamidoconidias / /

77 | C. glabrata blastoconidias C. glabrafa
78 C. athicans clamidoconidias / /
79 C. afbicans clamidoconidias / /

" 80 | atbicans clamidoconidias / /
TABLA 3, confinuacidon
No. especic Desarrolle en "Corn meal" Fongiscreen Pbas. Bioquﬁmicas

81 C. albicans clamidoconidias / /

82 C. albicans clamidoconidias / /

83 C. albicans clamidoconidias / /

. B84 C. albicans clamidoconidias / /
85 C. albicans clamidoconidias 7 7/

86 C. albicans clamidoconidias { /

87 C. athicans clamidoconidias i/ /-

88 C. atbicans ciamidoconidias ! /

89 C. albicans clamidoconidias / /

90 C. albicans clamidoconidias / /
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TABLA 3, confinuacion

No. é':specie Desarrollo en "Corn meal” Fongiscreen Pbas. Bioquimicas

91 C. albicans ctamidoconidias / /

92 C. albicans clamidoconidias C. albicans /

93 C. albicans clamidoconidias C. albicans /

94 C. atbicans clamidoconidias / /

95 C. albicans clamidoconidias / /

96 C. albicans clamidoconidias / /

a7 C. albicans clamidoconidias / /

98 C. albicans clamidoconidias / /

99 C. albicans clamidoconidias / /

100 C. albicans clamidoconidias C. albicans /

TABLA 4
No. especie_ Dextrosa | Maltesa | Sacarosa | Lactosa €spccie
prababfe comprol:!ada

9 C. glabrata Positivo Negativo Negalivo Negativo C. glabrata
14 C. glabrata Positivo Negativo Negativa Negativo C. glabrata
25 C. glabrata Positive Negativo Negativo Negativo C. glabrata
27 C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo C. glabrata
31 C. glabrala MNegativo Negativo Negativo Negativo C. necformans
52 C. glabrata Posilivo Positivo Negativo Negativo C. steliatoidea
59 C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo C. glabrata
64 C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negativo C. glabrata
75 C. glabrata Positivo Negativo Negativo Negative C. glabrata
17 C. glabrata Positivo Negative Negative Nepativo C. glabrata
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DISCUSITION

&l proyecto de trabajo se comenzd diserando un nuevo medio de cultivo
selective Y difercncial para las especies dal género Candida, para que, o
partiv de! primoqislamier\io, se |ograra dife.re_m:iar, en alrededor de 48 hes., la
especie :‘cspor\sable de la candidosis en un F.wacie.nh:, e incluso poder detectar

la presencia de dos 0 mas especies.

La idea de este trabajo se obtuvo a partir de que existe en el mercado un
medio de cultive que lleva a cabo esta fur\cién, Namado “Chromagar Candida”,
que tiene la caracteristica de ide_nfificacién de primoais[amienfo, sin embargo

no existe en nuestro pais,

Nosotros  iniciamos nuestro frabajo, tomandoe en cuenta la informacién
reporiacla de otros medios de cultive, en los cuales se ha dife.ve.r\c:iado al
género Candida sobre las demds levaduras, ufilizando el cloruro

frifer\ilfeh‘qzolio y dcido fosfomolibdico, {que producen coloracién ecolanial
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rosada y azulada, respecﬁvamcnle), sin que ninguno de los dos compuestos
logvc distincidén de especies. Nuestra idea fue. comenzar a combinar las
concentraciones de estas dos sales inorganicas crombgenas, utilizando un
medio de cultive base, hasta ”egar al punto de méxima dife.r‘encit:\Cié»1 entre las
especies probadas, evitando contaminacién bacteriana, y fue_ asl que se logré

nuestro objeﬁvo [’l 7,18,20,2 1,30] .

Después se procedid a probar este madio con cepas estandarizadas de
calidad ATTC, de donde logramos una difcvcnciaa?én adecuada, como se
muesira en la Tabla 1 de los resultados. De aqui, es necesaric mencionar
que, de las levaduras del género Candida, logramos la diferenciacién de
todas, tomando en cuenta que, solamente se dio una coloracién semejante
anfre . fmpf'ca/:'s y . albicans, sin embargo, fue_ posible la distincién por su
brillantez y aspecto, ya que el desarrolle de la primera de ellas fuc mate y de
aspecto rugoso, y la segunda fue brillante y lisa. Cabe sefalar, que en el
proceso de prueba del medio de cultive con pacientes de candidosis, no se
logré dicha comparacion, puesto que de 100 pacientes captados, ninguno
estuvo infex:.iado con C. tropicalis.  Las otras cuatro levaduras incluidas en

nuaestro e.siuclio, con el fin de su dife.r‘e.nciaciér\, no presentaron una distincidn
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evidente, yva que las dos especies del género Sacharomyces desarvollaron
una coloracién idéntica, difercnciabfe. de Candida, y las cepas de Hansenula

sp y Cryplococcus neaformans no se distinguieron de manera muy marcada

de las cepas de Candida.

Ei obje.ﬁvo de la creacidn de este recurso para los laboratorios de andlisis
micalégicos, es la facil, rapida y no costosa forma de difcrenciacion de las
especies p_vroducioras de candidosis, ya que el medio. mencionado
anteriormante "Chromagar Candida”, no lo hay en México, ademas de su alto
costo; también se conocen otros medios selectivos Y difere_nciales para
C. albicans que se comercializan en el mundo, come “Albicans JTD” de
bioMérieux , “Candiselect” de Sanofi Diagnostics Pasteur, entre atros, pero la
deSVe.nfaja de estos es que son utilizados basicamente para . albicans, ¥ no
son confiable,s para otras especies frecucn'lcs en  la cnfermcdad

[13,14,15,26].

Otras tbenicas de andlisis que podemos sustituiv con el medio de cultive

propuesto son las automatizadas, de manejo comp]ic.aclo y sobre todo, de alto



ESTA TESIS N3 OBt
SALUIR BE 1A SiSLIGTECA

Se ha visto que los pacienfes inmunasuprimidos con candidosis presentan
mezclas de agentes c’rio'égicos, es deciv, de mas de una especia de
Candica sp. Lo que provoca que en ocasiones el tratamiento ne sea cfecﬁvo,
probchmcnie es debido a que una de las e.spe.cias pl.u:cle ser insensible o
resistente ol antimicdtico seleccionado. Por esta razén consideramos de

importancia el desarrollo de este medio de cultive selective ¥ difercncia[.

Con el medio de cultive estandarizado se procedié a probarlo con pacientes
de candid?sis; las levaduras . albicans detectadas por éste, se
comprobaron mediante la prucba de clamidoconidias, la cual fue_ positiva cn
un Q0% del total de cepas aisladas. La segunda especie cncontrada fue.
Fa gfabr'a:‘a, la cual se idcnlific.c’) /100 veces, sin embargo, y a través de
}:wuc[:vas bioquimicas se comprobé que sélo 8/9 corvespondfon a &, g/abrafa,
la otra fue identificada como C. stellatoidea, especie rara, con la cual no
contamos con cepa de rcfcrer\cia en la primer parte del !rabajo, per le que

C{eSCOP\OCiCImOS st mor‘fo|09ia CO[OHEOI.

Una cepa que nuestro medio ne |ogré dife.r\e.nciar fue <. ncaﬁrmans,
detectada en una muestra de orina, Y ’ripificac]a a través de pruebas

bioquimicas e inmur\o]égicas. Este |iquido Biolégica provenia de un paciente
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pedidirica que presuniamenie lenia candidosis. Lo que probablemenie ocurrid
fuc que este paciente cursé con cripfococosis y el microorganisma fue

eliminado por via renald.

Por otro lade, se logré ver la frecuencia }opogréfic.a de la candidosis de esta
poblaciér\ de pacientes del Hospi’ra| Gieneral, de donde encontramos una
mayor mcidencia en muastras de boca (38%), espuio (279%), orina (1496) y
vagina {1190), las demas se encontraron en menores cantidades en mucosas
como ojo, nariz y perne, y en LCR. La relacion de sexo varié, presentando

mayor frecucncia en la mujer (5869), dato »apor’racfo en la literatura por

disposicién anatémica de la vagina {3].
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CONCLUSITIONES

En base al h-abajo realizado se concluye que el medic de cultivo desarrollade ]ogré la
selectividad, difcﬂenaiabilidad Y ser para iden’rif&caciér\ de primoais]amienfo de las

especies patdégenos del género Candida causantes de candidosis,

En el estudio realizade con 100 pacientes, la sensibilidad de nuestro medio de cultive
fue de 1009 para C. albicans y de 87.9% para . glaérafa, Y para las 2 especies se

obtuvo una P<0.0001, lo que nos indica que la prucba es estadisticameante significaﬁva.

las cepas . b‘opfca/f's, Faolk parapsr'fopsr's y . kruser se pudieror\ diferenciar mediante
el medio de cultive propuestc, sin embawso, su poca f'recue.nc.ia en aislamientos in vivo,

no nos permitié demostrar la sensibilidad.
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APENDICE

.‘Afgodén

Aunillo metalico

Abatalenguas

Asa bac.ferio|c'>9ica

Asa micolésica

Bisturi

Cojas de Petri plc’xsﬁcas desechables
Cinta adhesiva

Cubrecbjetos

Embudo de vidrio de tallo large
Etiquetas

Gradilla metdlica

Hisopos estériles

3erir\9as de insulina

Matraces Evrlenmeyer de 250 y 500 ml
Mechero Bunsen

Papel medidor de pH

Pinzas de Mohe

Pinzas de punta plar\a

porfaobje.fos

Probetas de 100 y 500 ml

Soporte universal

Tela de asbesto

Termdmetro

Tubos de ensaye de 13x100 sencillos y de rosca
Vasos de precipitado de 10,50,100 y 250 ml
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EQUIPO

¢ Autoclave

s Balanza granataria

s Estufa

* Jncubadora de 28° C

®  Microscopio dptico

* Re.fﬁserodor
REACTIVOS

¢ Aceite de inmersidn

* f:\cido clovhidrico

. jé\cido fosfomomocfico

* Agar

b d ;‘\gua destilada

¢ Alcohol etilico

®  Alcshol acetona

. Cloramfe_nicol

o Clore

Cloruro de trifenil tetrazolio

o Cristal violata

e Dextrosa

*  CExiracto de levadura

o  Hidréxido de potasio al 10%

o  Hidraxido de sodio concentrado

o Kit” inmuno|63ico para determinacién de Cryplococeus

neoﬂ:mma ns

® | actosa

L Lugol
*  Maliosa
L] pe_pi-cna

L Rojo de fe:nol

® Sacarcsa



MEDIOS DE CULTINVG

JR

Safrqnina

Tensoactivo tipo tween 80

;’-\sar C]e,)ch‘osa de Sabouraud
Agar harina de maiz “corn meal”
Medio liquide para pruebas bioquimicas

Agar Biggy-N ickerson
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