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INTRODUCCION

La candidiasis es la micosis oportunista mas frecuente. Es una infeccion aguda o
cronica de las mucosas, piel, ufias o tejidos profundos, causado por levaduras del género
Candida. Los hongos del género Candida son levaduras redondas u ovaladas de 3 a 7
micras de didmetro, que se reproducen por blastoconidios, forman seudomicelios y tienen
capacidades fermentativas. Esta ultima caracteristica hace ficilmente distinguible a cada
una de las especies. C. albicans, ademas forma seudomicelio y clamidioconidios. Ninguna
especie produce pigmento carotenoide , ni asimilan ¢l inositol y todas carecen de capsula.

Candida es una levadura comensal del hombre, que habita en la piel, las mucosas, el
tracto respiratorio alto y el tracto digestivo. Lo que determina la adquisicion es la presencia
de factores de oportunismo que predisponga a un individuo, por ejemplo: la diabetes, los
carcinomas, la leucemia, los transplantes, las cirugias, la antibioticoterapia, los
anticonceptivos, etc. !

En afios recientes la candidiasis ha sido considerada también como una infeccion
asociada a otras infecciones de transmisidn sexual.

Se ha reportado que del 40 al 75% de las mujeres sexualmente activas han
experimentado candidiasis vulvovaginal sintomatica y que la balanopostitis candidal ha
sido encontrada en 5-25% de las parejas masculinas, encontrandose como fuente de
reservorio de Candida: el tracto intestinal, la boca, el recto y el pene.

Candida albicans es responsable del 80-92% de los casos de candidiasis
vulvovaginal, sin embargo en los Gitimos aflos se ha reportado un incremento en especies
no- albicans, siendo C. glabrata a segunda especie mas frecuentemente encontrada y
también la menos susceptible a tratamientos estandares. *

La candidiasis es un padecimiento que por lo general es local y benigno, pero que
puede ser de dificil erradicacion si no se hace un diagnéstico preciso y oportuno y si no se
otorga un tratamiento eficaz. *

Los principios fundamentales del tratamiento eficaz son: identificacion del
organismo causal, tanto del género como de la especie; el inicio del tratamiento (por lo
general sistémico) y el tratamiento concomitante a la pareja o parejas sexuales. ™

Considerando la natural tendencia humana a creer mas en los procedimientos que en
los criterios, puede ser beneficioso recordar la metodologia que debe seguirse en la




evaluacion de cualquier procedimiento diagnostico. Diagnosticar significa corroborar la
existencia de un estado mérbido particular. En la practica clinica se llega al diagndstico
recorriendo dos etapas diferenciadas; en la primera se establece una presuncion, sospecha o
hipétesis de existencia de la enfermedad a la que se arriba en base a la jerarquizacion de
sintomas y signos clinicos y a su asociacion logica con patologias conocidas; la segunda
ctapa se dirige a verificar si esa presuncion, sospecha o hipotesis de existencia de la
enfermedad corresponde a la verdad. Con tal fin, se procede a discriminar mediante:

a) Pruebas o examenes que si son positivos indican confirmacion de la enfermedad
y b) pruebas y exdmenes que si son negativos descartan la presencia de la enfermedad o
sintomatologia parecida.

Para determinar que tan Wil o eficaz es una prueba diagnostica en un determinado
padecimiento, es indispensable establecer cual es su sensibilidad y especificidad en relacion
con tal enfermedad.

La sensibilidad y especificidad de una prueba de diagnéstico son indices que
sefialan la eficacia de ésta para establecer o descartar un diagnostico determinado. El
Quimico ha de conocer con cierta precision tales valores en las pruebas que manecja
cotidianamente para darles el peso adecuado en sus decisiones,’™*

Finalmente para otorgar un tratamiento eficaz y oportuno, durante las uitimas
décadas sc han desarrollado diferentes técnicas para la identificacion de levaduras, las
cuales han desplazado a los métodos clasicos o convencionales como el de Wickerham y
las técnicas auxonograficas, métodos que consumen gran cantidad de tiempo y esfuerzo. La
introduccion de sistemas sofisticados para la identificacion de levaduras utilizan pruebas de
asimilacic’;? estandarizadas y miniaturizadas, asi como una base de datos especialmente
adaptada.



ANTECEDENTES

Hasta hace 50 afios las Infecciones de Transmision Sexual (ITS) constituian una
parte importante en la practica médica; tanto las manifestaciones agudas como sus
complicaciones eran comunes. La aparicion de nuevos antibidticos y un nuevo escenario
hizo pensar que serian erradicadas. Sin embargo tres acontecimientos modificaron la
dinamica de las ITS en las Gltimas tres décadas, provocando su resurgimiento; por un lado,
los cambios del comportamiento originados por la revolucion sexual que aumentaron la
probabilidad de exposicion, 1a aparicion de cepas de Neisseria gonorrhoeae resistentes a la
penicilina y finalmente a la aparicion de VIH y SIDA.

Las ITS son un problema de salud publica, tanto en los paises no desarrollados
como en los desarrollados. Pero las tasas de prevalencia son mas elevadas en los paises en
desarrollo.

El comportamiento de las ITS en la Republica Mexicana durante el periodo de 1986
a 1996, presenta dos vertientes; la disminucion en la incidencia de las ITS clasicas (sifilis
adquirida de 6.3 a 1.4, sifilis congénita de 0.2 a 0.1, linfogranuloma venéreo de 0.5 a 0.2;
chancro blando de 1.2 a 0.6 y gonorrea de 19.1 a 12) y un incremento en las nuevas ITS
(candidiasis de 53 a 118.5, tricomoniasis urogenital de 31.6 a 95.3 y herpes genital de 1.1 a
2.7, exceptuando la infeccion por hepatitis B que disminuyé de 0.6 a 0.5 — tasa por 100 000
glabitames). En el cuadro 1 se presenta la incidencia de las ITS en la Republica Mexicana.™

CUADRO 1

SECRETARIA DE SALUD
PROGRAMA NACIONAL PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE VIH-SIDAITS
INCIDENCIA EN LA REPUBLICA MEXICANA 1990 ~ 1998

TASAS
PADECIMIENTO
1990 1991 992 1993 1994 1995 1996 1997 1998
Sida .08 3.66 67 5.67 4.52 4.69 4.50 3.86 4.
Tletpes penital 1 5.72 46 349 3.53 234 3.10 407 4.9
Hepatitis B 36 0.28 .57 0.84 0.74 0.56 0.64 10 14
Tricomoniasis 112.86 112.78 119.05 11635 113.65 87.76 11033 125.82 142.69
Candidiasls #7.10 95.09 10585 109.42 131,84 103.92 138.40 181.08 239.62
Fuente: Registro Nacional de Casos de Sida, Boletin Epidemiolégico. Conapo




La candidiasis vulvovaginal tradicionalmente no habia sido considerada como una
ITS porque se presenta en mujeres en celibato y porque el género Candida es considerado
parte de la flora normal vaginal. Sin embargo, estudios han confirmado la transmision de
organismos de Candida por contacto sexual vaginal y otras formas de actividad sexual. 345

Es aceptado que ¢l género Candida puede ser transmitido a los hombres por
contacto vaginal. La balanopostitis candidal es encontrada en 5 — 25 % de las parejas
masculinas, Ademas se ha encontrado como fuente de reservorio de Candida el tracto
intestinal, la boca, el recto, el pene y el fluido seminal. 7

La candidiasis wvulvovaginal es causada por la Candida albicans en
aproximadamente 85% de los casos, mientras que el resto de casos es causado por otras
especies, principalmente C. glabrata y C. tropicalis. 371

En la tabla 1 se definen los reservorios y las especies de levaduras

. TABLA'L.

. LEVADURAS AISLADAS DE 125 PAREJAS

SITIO ~o. -Candida:; .

No. % No.. i

MUJER E
Vagina 112 89.6 6 4.8
Cavidad oral 40 839 2 4.4
Recto 48 887 2 3.6 -
PAREJA MASCULINA

Saco coronal 14 70.0 2 10.0
Cavidad oral 27 93.1 2 69
Fluido seminal 14 778 -

‘Total de aislamientos 255 14

* Candida parapsilosis. Candida guillermondit, Candida tropicalis.

FUENTE: Spinillo A. Camatta L, Pizzoli G, Lombardi G, Cavanna C y col. Recurrent vaginal candidiasis. Results of a cohort study of
sexual transmission and intestinal rescrvoir. J Reprod Med 1992; 37: 343.7

El género Candida es una levadura capaz de producir seudomicelio, excepto la
especie tropicalis que si produce uno verdadero. Candida es un microorganismo unicelular
globoso u ovoide de 3 a 7 micras y que forma yemas gemantes. Si Candida se identifica
directamente en los tejidos del huésped, se observan levaduras con seudomicelios. Algunos
cientificos consideran dentro del género Candida a Torulopsis (Torula) glabrata, situacion
sujeta a discusion debido a que este hongo levaduriforme no presenta propiedades similares
a las del género Candida, de las que sobresalen la produccion del seudomicelio.'’"*?

Existen varios factores predisponentes (embarazo, tolerancia anormal a la glucosa,
anticonceptivos orales, antibioticos de amplio espectro, uso de ropa ajustada, duchas
vaginales, comportamiento sexual) que incluso estan involucrados en un grupo de
recurrencias.™"”



La patogénesis de candidiasis vaginal es solamente entendida parcialmente.
Factores multiples estan involucrados, incluyendo varios factores de virulencia de Candida,
uso de antibidticos, niveles hormonales reproductivos y otros factores que alteran la flora
normal vaginal o el cambio en la avidez de las especies de Candida por células epiteliales e

incluso las defensas inmunes locales, particularmente la inmunidad mediada por células.
14,15,16

La candidiasis wvulvovaginal es una de las patologias infecciosas que mas
frecuentemente afectan a la mujer.'™'*' Por lo que 40 de 75% de las mujeres sexualmente
activas han experimentado candidiasis vulvovaginal sintomatica.>”® Candida sp puede
también existir en la vagina como un comensal sin causar sintomas. Altas concentraciones
de Candida (10%7 unidades formadoras de colonia por mililitro) son aisladas de
aproximadamente el 15% de mujeres asintomaticas. La distincion clinica entre candidiasis
vulvovaginal y colonizacion asintomatica es con frecuencia poco clara, porque los sintomas
y los signos atribuidos a la candidiasis vulvovaginal se traslapan con algunas otras
condiciones vaginales. 2!

Por tal razdn clinicamente se ha categorizado a pacientes con Candida vaginal dentro
de los siguientes dos grupos:

a) Aquellas quienes fueron portadoras asintomaticas de Candida (por ejemplo, pacientes
en quienes organismos de Candida pudieran ser cultivados pero en quienes no hubieran
sintomas [colonizacion])

b) JAzguellas quienes tuvieran enfermedad sintomatica definida como vaginitis por Candida

TABLA 11
CANDIDIASIS VULVOVAGINAL
Si nas Signos KOH Cultivos
Vaginitis por Candida
70% - 80% e ++ + +
20% - 30% ++ ++ - +
Colonizacién por Candida
~ 90% - - - +
~ 10% - - + +
Variantes
Infeccion asintomdtica - + + +
Sintomas mfnimos + + + +
Candida como “inocente + + + +

espectador” *
<& andida ASOCIAL Y €5 una causa crnativa 08 omas (Ejemplo; 3 comacio), pero Candida no

contribuye a los signos y sintomas

FUENTE: Sobel D, Faro §, Force W, Foxman B, Ledger J, Nyigesy R y col. Vul ginal idiasi id logic, di ic, and
therapeutic considerations. Am J Obstet Gynecol 1998; 178:203-11




E! cuadro clinico incluye trastornos de la respuesta inmunitaria como prurito, ardor
durante la relacidn sexual, ardor externo al orinar, eritema de los labios y la vulva, flujo
transvaginal abundante liquido o grumoso e inflamaciéon en area genital y/o perianal y

8,
perineal.

Algunas investigaciones se han centrado en buscar ciertos sintomas y signos
asociados a C. albicans. Los sintomas de disuria externa, prurito vulvar, dolor, ardor,
inflamacién, enrojecimiento, también como los signos de eritema vulvar, edema, fisuras y
escoriaciones y signos de eritema vaginal y flujo espeso y grumoso; todos los signos y los
sintomas estan relacionados significativamente a un cultivo positivo de C. albicans aunque
los signos y sintomas no son altamente sensibles o especificos.

El prurito es un sintoma con una sensibilidad del 27% pero con una especificidad
del 92%, para C. albicans. Por otro lado, el ﬂujo vaginal cspeso y grumoso tiene una
sensibilidad del 47% y una especificidad del 43%. *

Con base a la sintomatologia de la vaginitis se ha establecido un flujograma para el
diagnéstico de candidiasis vaginal (tabla 11I)

Con estas caracteristicas el diagnostico clinico puede ser muy evidente siempre y
cuando incluya signos y sintomas. Sin embargo, se recomienda confirmarlo con estudios de
laboratorio que permitan la diferenciacion respecto de otras patologias que afectan el area
gemtal de manera que se aconseja realizar simultaneamente el examen en fresco de la
secrecion y la siembra del espécimen en medios especificos de cultivo. *'®

Se ha demostrado que no es recomendable prescribir una terapia antifungica
unicamente con los signos que refiera la paciente durante la entrevista y sin la examinacion
fisica, si no se conoce la prevalencia de C. albicans y ademas porque muchos otros
patégenos pueden estar asociados con estos sintomas. >

Es necesario que la toma de la muestra sea de buena calidad, esto es: suficiente y
representativa de la secrecion, de lo contrario la oportunidad de aislar el agente etiologico
es menor. La muestra debe ser transportada tan rapido como sea posible al laboratorio para
prevenir la multiplicacion de los microorganismos.

La microscopia puede ser desarrollada por dos vias: la muestra puede ser inoculada en
hidréxido de potasio al 10% 6 en solucion salina al 0.9% y la tincién de Gram demostrara
la presencia de levaduras y/o hifas como gram positivas. 2

Las preparaciones a partir de solucion salina o de hidroxido de potasio al 10% son
las mas simples, mas utilizadas y mas rapidas de los procedimientos disponibles para la
identificacion de microorganismos que causan infecciones vulvovaginales. Con el uso del
examen en fresco de solucion salina al 0.9% pueden ser identificados tres agentes causales
muy comunes — especies del género Candida, Trichomona vaginalis y Gardnerella
vaginalis — en el cual se visualizan blastoesporas y pseudohifas o hifas de Candida,
trofozoitos de tricomonas y células guia.



Tabla 11

FLUJOGRAMA PARA DIAGNOSTICO DE CANDIDIASIS VAGINAL

Q2

pH <45
escasos
leucocitos

4

inicio tratamiento
antimicético

VAGINITIS SINTOMATICA

4

EXAMEN VULVOVAGINAL ANORMAL

iy}

MICROSCOPIA DIRECTA

(1 ml de solucién salina al 0.9% mcezclads con fluido vaginal)

g

POSITIVA
Levadurus o
Scudomicelios

&

pH >45

o shundantes
leucocitos

u otras alteraciones

g

Considerar
infeccién
mixta

g

Investigar otros
patégenos y dar
tratamiento especifico

a

NEGATIVA

4

pH >4.5
escasos PMN
sin Trichomonas
vaginalis

ni células guia

Realizar cullivos
para Candida y otros
gérmenes y si es positivo

- iniciar tratamiento

FUENTE: Casanova R, Nm:m R, Ortiz 1, Bcllrﬂn Z, Castelazo M. Utilidad del examen en fresco para cl diagndstico de candidiasis
vaginal, Ginec Obst Mex 1997; 65: 87-91



En la observacion del fresco a partir de solucion salina al 0.9%, con frecuencia se
detectan altas cantidades de hifas o pseudohifas presentes en candidiasis vaginal
sintomatica, siendo la sensibilidad del 94% y la especificidad del 92%. Las preparaciones
en KOH detectan solo aproximadamente el 50% de pacientes con cultivos positivos de C.
albicans. La capacidad del examen directo en fresco de distinguir la candidiasis vaginal de
muestras transportadas no es tan certera. C. albicans es aislada de la vagina de una
proporcién de mujeres con examen en fresco negativo y que presentan prurito vulvar o
algan otro sintoma o signo de vulvovaginitis. 2

Otros estudios demuestran también las limitaciones de la microscopia, en donde se
encuentra que la sensibilidad de un examen en fresco para detectar Candida es del 80% y
que habra ocasiones cuando, ain bajo condiciones ideales, la sintomatologia de la paciente
apunte hacia una infeccion por Candida pero que el examen en fresco, aun después de
cinco minutos de biisqueda, sera totalmente negativo.

Cabe mencionar que las blastosporas de cepas Candida no albicans no forman hifas o
pseudohifas y es mas dificil reconocerlas en el fresco. No obstante, estas dos pruebas en
combinacion con un pH vaginal normal son valorados en el diagnéstico confirmatorio para
excluir otras causas de vulvovaginitis.

El pH vaginal durante una infeccion por candidiasis es de 3.8 a 4.2. Esta prueba simple
y econdmica a aumentado en su utilizacion, en el caso de sospechar candidiasis.

Algunos investigadores definen el cultivo de muestras vaginales para Candida como el
estandar de oro. El cual es recomendado en pacientes con un cuadro clinico sugestivo de
candidiasis, en quienes el pH es normal pero que la microscopia es negativa para levaduras
y que no se ha identificado otra causa del sindrome clinico. **2*

A través de los afios ha habido intentos de contar con medios de cultivo diferenciales y
selectivos, como el medio biggy (Agar selectivo para Candida segiin Nickerson); el cual es
un medio de cultivo que contiene gran cantidad de citratos que eliminan la flora bacteriana
y sulfitos que son reducidos a sulfuros. Candida y la mayoria de otras levaduras se
desarrollan sin inconveniente, bajo reduccion del sulfito de bismuto; en este medio de
cultivo crecen colonias lisas, con aspecto pastoso, de color café claro u obscuro en el caso
de C. albicans y blanco en el caso de Candida sp. Las estructuras cultivadas en este medio
selectivo para Candida son un gran nimero de blastoesporas con seudomicelios o micelios
verdaderos. )

Este agar selectivo para Candida segin Nickerson (agar Biggy) tiene una
sensibilidad de aproximadamente ¢l 90%. '%2¢

Recientemente se han incrementado las infecciones causadas por levaduras,
particularmente C. albicans. La transmision sexual de Candida ha incrementado las
infecciones recurrentes por este mismo agente, ademas varias especies de levaduras son
resistentes a la anfotericina B y a los nuevos agentes azélicos. Por lo que es necesario la
identificacion, no solo del género sino también de la especie del microorganismo causal de
candidiasis.

La identificacion rapida de las diferentes especies de Candida a partir de muestras
clinicas permitira cada vez el inicio de apropiadas terapias antifingicas de manera mas
temprana. '



Tradicionalmente, en el laboratorio clinico, la prueba del tubo germinativo es el
examen mas Util, rapido y eficiente sistema de identificacion costo - beneficio para la
identificacion presuntiva de aislamicntos de C. albicans. *®

Para el procedimiento es necesario:

a) Que las levaduras deben estar en un adecuado medio nutritivo (medio rico en proteinas)

b) La presencia de un inductor (Ej. Suero u otra formulacion quimica que imite
bioquimicamente al sucro)

c) Una elevada temperatura (> 33 °C)

d) Un pH casi neutro

e) Tiempo nomayora3 h

Aunque es una prueba rapida, pueden presentarse algunos problemas de interpretacion
de blastoconidias elongadas por tubos germinativos o falsos positivos debido a un
incremento en el tiempo de incubacion y a falsos negativos debido a un indculo grande.

Se ha reportado que hasta un 50% de aislamientos de C. albicans son tubo
germinativo negativo.

Los métodos convencionales para la identificacion definitiva de estas especies
generalmente se basan en la capacidad df las levaduras para asimilar (auxonograma) o
fermentar (zimograma) carbohidratos. 2°*® 132

Existe una gran variedad de métodos disponibles para la identificacion de levaduras a
partir de muestras clinicas. Estos incluyen:

a) Meétodos rapidos (ejemplo: sondas de DNA, pruebas enzimaticas o fluorogénicas)

b) Métodos convencionales (ej. Pruebas de tubo germinativo, estudios de morfologia y
utilizacion de carbohidratos

c) Métodos comercialmente disponibles (ej. ID 32C [bioMericux Vitek. Hazelwood Mo},
Uni — Yeast Tek, Vitek Biochemical Card (bioMerieux Vitek)

Cada método tiene sus ventajas y hmnacnones con frecuencna se requiere de mas de un
método para la identificacion de estas especies. *

Las nociones de sensibilidad diagnostica, especificidad diagnostica y prevalencia
son indispensables para valorar la utilidad clinica de una nueva prueba de laboratorio,
especialmente una que sea utilizada para finalidades de examenes colectivos.

La sensibilidad se mide por la proporcién de individuos en que el procedimiento
resultd positivo en relacion al total de los que tienen la enfermedad(verdaderos positivos).
No es correcto afirmar que una prueba o un procedimiento es bueno solo porque es
sensible; es decir, cuando en casi todos los enfermos en quien se aplica, el resultado es
positivo. Para que una prueba se considere adecuada, ademas se requiere que sea especifica.



La especificidad se mide por la proporcion de individuos con diagnéstico negativo y sin la
patologia, en relacion al total de los que no tienen esa enfermedad (verdaderos negativos)

La determinacion de estos dos indices se basa en la realizacion de la prueba en un
grupo de personas en quienes se sabe, por su cuadro clinico y por el estandar diagnoéstico
ideal, que estdn enfermos del padecimiento en cuestion y también en un conjunto de
individuos que se sabe que no tienen dicha enfermedad.

Para calcular la sensibilidad y especificidad, es necesario hacer un cuadro de

contingencia: 3*?
CUADRO 2.- DE CONTINGENCIA
Estiandar diagnéstico ideal
No. De sujetos con resultado | No. De sujetos con resultado
positivo de 1a prucha negativo de 1a prueba
No. De sujetos con el agente . P
Prueba de ctiolégico Verdaderos Positivos Falsos Positivos
diagnostico
cNu%lbD;zJ«m’ sin el agente Falsos Negativos | Verdaderos Negativos
Verdaderos positivos Falsos positivos
Totales + +
Falsos Negativos Verdaderos negativos

La sensibilidad y especificidad se obtiene clisicamente con las siguientes féormulas:

: Verdaderos positivos
Sensibilidad = x 100
Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

Verdaderos negativos
Especificidad = ; x 100
Falsos Positivos + Verdaderos negativos




Actualmente hay una gran variedad de equipos automatizados y semiautomatizados,
que reemplazan a los métodos manuales y que no solo identifican microorganismos, sino
que ademds pueden realizar pruebas de susceptibilidad ante agentes antimicoticos. Estos
equipos son comercialmente disponibles y compiten en el mercado en cuanto a su eficacia
(sensibilidad y especificidad), simplicidad de la técnica, tiempo requerido para su
desarrollo y con su capacidad para identificar especies de levaduras poco comunes. Todo
ello con la finalidad de brindar un diagnostico preciso y oportuno que permita otorgar un
tratamiento eficaz para el paciente.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta hace poco tiempo los laboratorios de microbiologia clinica ponian poco
énfasis en la recuperacion e identificacion de agentes etiologicos micoticos; sin embargo
ahora hay un renovado interés en la micologia clinica, resultado de la mayor incidencia de
enfermedades micoticas en pacientes inmunocomprometidos y porque la candidiasis
urogenital ahora es el padecimiento con mayor incidencia en comparacion con otras ITS.

Debido al incremento en las infecciones por Candida albicans y por Candida no
albicans en genitales y a la resistencia de especies no albicans en los tratamientos
convencionales, el laboratorio debe servir como una drea de “aviso temprano” en la
deteccion e identificacion de microorganismos a partir de muestras clinicas y asi puede dar
la pauta para establecer el tratamiento adecuado; el equipo médico entonces podra detectar,
prevenir y controlar dichas infecciones.

Actualmente hay una gran variedad de equipos automatizados y semiautomatizados,
que reemplazan a los métodos manuales y que no solo identifican microorganismos, sino
que ademas pueden realizar pruebas de susceptibilidad ante agentes antimicéticos. Estos
equipos son comercialmente disponibles y pueden identificar levaduras incluyendo las poco
comunes (Candida no albicans).

Otras ventajas que brindan los equipos automatizados es que pueden realizarse un
mayor namero pruebas de diagnostico en un tiempo mas corto, lo que permite agilizar el
trabajo del laboratorio y en caso de que el programa de control de infecciones solicite
pruebas adicionales de identificacion esto seria mas facil de realizar.

Sin embargo, considerando que en nuestro medio se carece de laboratorios con la capacidad
para diagnosticar levaduras como Candida en forma automatizada, es necesario

comparar un método manual estandar contra un método automatizado para conocer
su sensibilidad y especificidad y de esta manera sugerir una marcha diagnostica con
métodos manuales la cual pueda ser aplicada de manera rutinaria para la identificacion de
las diferentes especies de Candida.



OBJETIVOS

1. ldentificar diversas especies de Candida, a través de un método manual y de un método
automatizado, utilizando muestras de exudados vaginales de pacientes que asisten a
consuita externa en una institucion dedicada a la prevencion y control de infecciones de
transmision sexual y VIH/ SIDA (CONASIDA).

2. Comparar sensibilidad y especificidad del método manual contra el método
automatizado.
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HIPOTESIS

1. Se espera que haya una diferencia significativa entre la sensibilidad y especificidad de
un método manual contra un método automatizado durante la identificacion de diversas

especies de Candida obtenidas a partir de muestras vaginales.

La especificidad y sensibilidad de el método automatizado no sera

Ho:
mayor a la del método manual

La especificidad y sensibilidad del método automatizado sera mayor

Ha:
a la del método manual



ESTUDIO DE TIPO EXPERIMENTAL

POBLACION

De la poblacién femenina que asistio al Centro Nacional para la Prevencion y
Control del VIH/SIDA, de agosto de 1999 a febrero de 2000 y quienes refirieron tener
alguna molestia ginecologica; se ingres6 a 461 pacientes al Laboratorio Central de dicho
Centro, para la deteccion de infecciones de transmisi¢ sexual, incluyendo candidiasis. La
edad promedio de dichas pacientes fue de 28 afios (SD 8.3).

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes con sospecha de infeccion vaginal
2. Muestras en las que se realicen las pruebas de identificacion con ambos métodos
(manual y automatizado)

CRITERIOS DE EXCLUSION

1) Pacientes con tratamiento local o sistémico al momento de la toma de muestra
2) Muestras que se procesan después de 2 horas
3) Muestras no conformes en donde se demuestre mala calidad de la toma

CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Muestras contaminadas
2. Muestras en las que no se hayan completado todos los procesos



MATERIAL

A. MATERIAL BIOLOGICO

e Exudado vaginal
e Suero Humano

B. CEPAS DE REFERENCIA

e Candida albicans ATCC 10231
o Candida glabrata ATCC 2001

C. EQUIPO

Autoclave vertical marca “FELISA”

Balanza semianalitica marca “OHAUS”
Microscopio optico marca “Leica”.

Refrigerador marca “REVCO”

Incubadora marca “B-G Aparatos de laboratorio™
Incubadora marca *Shel - Lab”

Potenciémetro maraca "VWR"

Colorimetro Vitek marca “BioMeriéux"

Sistema de Identificacion Microbiolégico marca "BioMerieux Vitek 60"
Densitoémetro Densimat marca “BioMerieux”
Lector automatico miniAP1 marca “BioMerieux”
Inoculador automitico marca “BioMerieux)




D. REACTIVOS

e Hidroxido de potasio al 10 %

e Sol. Salina al 0.9%

e Equipo de Tincion de Gram compuesto de:

Solucion de cristal violeta oxalatado 2.5% (R1)

Complejo Lugol-PVP (Poliviniipirrolidona) estabilizado (R2)

Decolorante (R3)

Alcohol 95% 50%

Acetona 50%

Solucion de Safranina 0.25% (R4)

* Soluciones desinfectantes: fenol al 10%, hipoclorito de sodio al 0.5%, alcohol etilico al
70% y cloruro de benzalconio -

e Agua tridestilada

e Suspension Medium (2 mL de agua desmineralizada)

o C Medium

E. MEDIOS DE CULTIVO PARA AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

e Agar selectivo para Candida segiin Nickerson (Merck)

e Apgar extracto de arroz (Merck)

e Medio de transporte segun Stuart

e Caldo fermentacion de levaduras (Con Galactosa, Dextrosa, Sacarosa, Xilosa, Trehalosa,
Maltosa, Lactosa)

(Ver Anexo I. Composicion y preparacion de Medios de Cultivo)

F. TARJETA BIOQUIiMICA DE LEVADURAS

« La tarjeta plastica YBC Vitek contiene sustratos desecados en pequefios
pocillos (Ver Anexo Il. Tarjeta YBC)
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GALERIAID32C

*» La galeria ID32C se compone de 32 cﬁpulaé que contienen cada una un

sustrato carbonado deshidratado (Ver Anexo Il Galeriq 1D32C)

DIVERSOS

Cubrebocas

Bata blanca de algodén

Guantes desechables de 10 micras

Hisopos de algodén

Gasas

Espejo vaginal de plastico estéril

Asas bacteriologicas

Portaobjetos

Cubreobjetos

Tubos de ensaye de plastico 12X75

Tubos de ensaye de vidrio de 13X100 con tapén de rosca de baquelita
Tubos de ensaye de vidrio de 18X150 con tapon de rosca de baquelita
Puntas azules de 1000 pL

Gradilla metalica forrada de plastico para 40 y 72 tubos

Gradilla metalica para 72 y 100 tubos

Tripié metalico

Guantes de asbesto

Pipeta de vidrio graduada de 10 mL

Pipeta automatica marca Merck 0-250 pL

Matraces Erlenmeyer de 300, 500 y 1000 mL con tapon de rosca de baquelita
Mechero Fisher

Cajas petri desechables 100 X 15 mm estériles

Tubos o Campanas de Durham

Papel parafilm

Papel kraft

Cinta testigo marca Tuk

Embudos



METODO. DESARROLLO EXPERIMENTAL

FLUJOGRAMA No. 1

METODOLOGIA GENERAL

Toma de muestra

- Prueba rapida

oTincién de Gram

eDeterminacion del pH Ve
eDeterminacién de olor a aminas (KPH)
*Observacion en fresco i

1

-] Siembra y Lectura
de cultivos

Identificacion manual

Identificacién automatizada

(Vitek y MiniApi)

Tincién de Gram , Prueba ormacién|” | Prueba de formacién Zimograma

b s ]2 de'tubo germinativo de clamidiosporas (identificacion
= — bioquimica)




DIAGRAMA No. 1 Metodologia General

'

Toma de muesira
(exwdado vaginat)

l |
@ o«

Observacién al microscopio
(Fresco y Tincién de Gram) Determinacion de olora

aminas (KOID)

l
-

Siembra ¢ incubacion del cultivo

|

1O

<«
QObservacion al microscopio
(Tincién de Gram)
Aislamicnto
IDENTIFICACION IDENTIFICACION
MANUAL AUTOMATIZADA
|

]
SR

F. Tubo germinati Zimog

F, Clamidiosporas
miniAPl .

0
- 3

Sistema Vitek
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METODOS:

TOMA DE MUESTRA VAGINAL

A pacientes que manifestaron tener molestias ginecologicas a través de una
entrevista con el médico; se les tomaron muestras de exudado vaginal, no sin antes obtener
su consentimiento por escrito. (Ver Anexo I11. Documentacién)

Se coloco a la paciente en posicion ginecologica, posteriormente se introdujo un
espejo vaginal estéril y se sumergieron tres hisopos de algodén en el fondo del saco
vaginal. Un hisopo se introdujo en Solucion salina al 0.9%, otro hisopo en KOH 10% y.otro
mas se utilizd para extender la muestra sobre un portacbjetos y para inocular la muestra
haciendo tres estrias en angulo de 45° sobre el agar selectivo para Candida segun Nickerson
(Agar Biggy), en el caso de las muestras en las que no era posible sembrar directamente en
agar Biggy se introdujo el hisopo en medio de transporte segin Stuart. (Ver Anexo IV.
Toma de muestra )

AISLAMIENTO

1. Después de inocular la muestra con un hisopo en una caja de agar Nickerson haciendo
tres estrias en angulo de 45°, se extendié masivamente la muestra

2. En el caso de las muestras conservadas en medio de transporte Stuart, se realizd un
extendido masivo sobre una caja de agar Nickerson antes de 24h

. Se incubd durante 24-48 ha 37°C

. Una vez obtenido el crecimiento, en el caso de recuperar colonias aisladas; se
continuaba con el procedimiento, de lo contrario se hacia una resiembra (en agar Biggy)
para el aislamiento de colonias.

oW

PRUEBA RAPIDA
DETERMINACION DE OLOR A AMINAS

Tan rapido como fue posible, se agito el hisopo que se habia sumergido en KOH 10% y se
determing la presencia o ausencia de olor a aminas (olor a pescado).

21



DETERMINACION DEL pH

Durante 1 minuto se introdujo una tira de papel indicador en el tubo de S. Salina 0.9%, que
contenia muestra vaginal y se determind el pH comparando la tincién de la tira contra un
codigo de colores establecido.

TINCION DE GRAM
Se utilizaron portaobjetos Iimpios Se hizo la extension de la muestra y bdsferiéﬁnente,

del cultivo. Se dejo secar al aire. Se fijo con calor (3 pasadas rapidas: por.encima de la
llama)

1. Se cubrid el porta con R1 (cristal violeta) y se dej"
suavemente con agua.

2. Se cubrié con R2 (lugol) y se dej6 en contacto 1 mmuto e la

3. Se decoloré con R3 (y se lavd con agua) i

4. Se cubrid el porta con R4 (safranina) y se dejé en contacto 1 minuto, Se lavd
suavemente con agua. Y se dejo secar

5. Se abservo al microscopio con objetivo de inmersion

). SU, }em‘ente con agua

En caso de presencia de Candida se observaron blastoesporas, seudohifas e hifas.

IDENTIFICACION POR TECNICAS MANUALES

¢ Formacion de clamidiosporas

Se realizo un sembrado de las colonias del género Candida en agar extracto de arroz,
haciendo tres estrias en angulo de 45°. Se incubaron las cajas a 30°C de tres a cinco dias.
Obtenido el crecimicnto se observo directamente al microscipio, con el objetivo de 40x
utilizando Unicamente un cubreobjetos sobre la linea gruesa de crecimiento para evitar
ensuciar el objetivo asi observar con facilidad los clamidioconidios con seudomicelios y
blastoconidios, cuando la cepa estudiada correspondio a C. albicans.

0 Formacién de tubo germinativo

Se tomo un indculo de la colonia y se colocd en 0.5 mL de suero humano, se incubd
a 37°C durante 2 a 3 h y posteriormente se observd una gota al microscopio para
identificar la produccion de tubos germinativos,
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¢ Zimograma

Se prepard el inodculo colocando una colonia pura de la levadura a identificar, en
solucion salina estérii al 0.9% y se ajustd al estandar No. 1 de McFarland. Después se
colocaron 500 puL de esta suspension en cada tubo de caldo fermentacion de levaduras
con los siete diferentes carbohidratos (galactosa, dextrosa, sacarosa, xilosa, trehalosa,
maltosa y lactosa). Se incubo a temperatura ambiente y se examinaron los tubos a los 5,
7,10, 14y 28 dias.

Los resultados a observar fueron el cambio del indicador, de color purpura a
amarillo causado por la produccion de acido, y la formacion de gas en forma de burbujas
a través de la campana de Durham; cuando estos dos fendmenos ocurrian, significaba
que la fermentacion del azicar en cuestion era positiva.

IDENTIFICACION POR TECNICAS AUTOMATIZADAS

SISTEMA VITEK

1. A partir de cultivos primarios puros o placas de resiembra en Agaar Biggy de 24 h se
coloco un indeulo en 1.8 mL de solucion salina al 0.45 %

. La suspension se ajusto al estandar 2 de McFarland, con el nefelometro

. Se rotuld la tarjeta YBC de BioMéreux con el nimero de folio de cada paciente

. Se coloco la pipeta de la tarjeta YBC en la suspension de levaduras

. Con el equipo Vitek se lleno la tarjeta (al vacio) y se corto la pipeta para sellar la tarjeta

. Se coloco la tarjeta en la gradilla del modulo lector del Vitek en posicion horizontal
incubando a 30°C

7. Automaticamente el equipo Vitek emitio lecturas cada hora reportando los cambios que

ocurrian en cada uno de los sustratos de la tarjeta hasta completar la identificacion

VA WN
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SISTEMA MINIAPI

1. Se colocd un indculo de la levadura a examinar en Suspensidon Medium y se ajustd al
tubo 2 de McFarland, en el densitdmetro

2. Setransfirieron 250 uL de esta suspensién a una ampolla de C Medium

3. Se abrié una galeria de identificacion ID 32 C y se rotuld con el niimero de folio del
paciente

4. Con el inoculador automatico se homogeneizé la suspension del C Medium y se
inocularon automaticamente 135 pL en cada una de las capulas de la galeria

5. Setapo la galeria y se incubd a 30 °C durante 24-48 h
Se leyd la galeria automéaticamente cn el equipo miniAPl
Una vez realizada la lectura, el equipo realiz6 la identificacion automatica del
microorganismo reportando género y especie
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Diagrama No. 2 Métod t tizado: Sist Vitek

Placa Primaria © Resiembra parn aislamiento

(indculo de mucstra clinica) /
o] ﬂ

<—
[—1 >
Ajustara cFarland Inéculo en S Salina 0.45%

(Nefeldmetro)
Conectar 1a suspensién a la tarjeta
Y'BC con una pipeta en escuadra
(===) =
Leer ¢l resultado en la computadora incubar la tatjeta a 30°C Lienar al vacio Ia tarjeta y cortar la pipeta
¢ imprimir 24-48h para sellar la tarjeta.
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Diagrama No. 3 Método automatizado: MiniAPL

Placa Primaria o
>

O
| —

—> .

Ajustara 2 de McFarland lnbniloenSuspu'ns|on Medium
(Densitdmetro)

T -

Colocar 1a galeria en el lector MiniAP!
y recuperar e ticket de identificacién

‘: § s0c 000000000000
<

Resiembra

250 pl. —
[——2

Transferir a C Medium
y homogeneizar

Llenar la galetia ID 32 C con 135 pl.en
cada cipula ¢ incubar de 24-48 h
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MANEJO DE RESULTADOS

e Lamanera en Ia que fueron recopilados los datos sera la siguiente:

RESULTADOS DEL ZIMOGRAMA

CODIGO | Dextrosa | Trehalosa Xilosa Galactosa | Lactosa | Sacurusa | Maltoss RESULTADO
T (3dde [ o Cl e [ Cd G

TGN T NS

RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION MANUAL Y AUTOMATIZADA DE CANDIDIASIS

CODIGO} M.COLONIAL TUBO CLAMIDIOSPORAS | ZIMOGRAMA VITEK MINIAPL
GERMINATIVO

T ATEY THCCLARES. ageizs
BLANCAS, CIRCULARES, ¥ Lasas

+ =postTvVO

-* NEGATRVO

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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La manera en la que se analizaron los datos seri la siguiente:

MiniAP1
Pusitivos Negativos
Positivos vP FP
Maorfologia Colonias cafés y es una cepa C. Colonias catis y s una cepa
Colonlal albicans C. glabrata
(Biggy) Negativos FN VN
Coloniss blancas y cs una cepa | Colonias blancas y ¢s una cepa
C. alhicans C. glabrata
A LR YR =+ = TN = Tuwlosno
miniAPI
Positivos Negativos
B VP FP
_Formacion - -1 Positives Forma tubo germinativo y es Forma tubo germinativo y es
[ de tubo ¢ : una cepa C. albicans uha cepa C. glabrata
germinative ER FN VN
y ! y Ncylivol No forma tubo germinativo y es | No forma tubo germinativo y
S una cepa C. alb ¢s una ccpa C. glabrata
miniAPI
Positivos Negativos
o il VP FP
~.: Formaclon de Forma clamidiosporas y es | Forma clamidiosporas y es una
E ‘l‘"'l‘""’?"“" una cepa C. albicans cepa C. glabrata
RN FN
Negativos | No forma clamidiosporas y cs | No forma clamidiosporas y s
0 una cepa C. albicans una cepa C. glabrata
miniAPI
Positivos Negativos
vP FP
i . Prucbas positivas a C. Prucbas positivas a C. albicans
- Positivos albicans y es una cepa C. y es una cepa C. glabrata
. | albicans
FN VN
N BN Prucbas positivas a C. Pruebas positivas a C. glabrata
- Negativos glabratay es una cepa C, y esuna cepa C. glabrata
' . . albicans
miniAPI
Positivos Negativos
ve FP
S Pruchas positivas a C. Pruchas positivas a C. albicans
s Positivos albicans y es una cepa C, y esuna cepa C. glabrata
_ albicans
: FN VN
. . Prucbas positivas a C. Pruchas positivas a C. glabrata
. Negativos glabratay ¢esuna cepa C, y esuna cepa C. glabrata
albicans




e La manera en la que se realizaron los calculos serd Ia siguiente

Verdaderos positivos

Sensibilidad = x 100
Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

Verdaderos negativos

Especificidad = x 100

Falsos Positivos + Verdaderos negativos
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RESULTADOS

A un total de 461 mujeres con un rango de edad de 17-53 aiios (28
afios en promedio), se les tomé un exudado vaginal para el diagnostico de
infecciones de transmision sexual y de candidiasis; siendo la prevalencia de
candidiasis del 19.3%. A través de la identificacion manual y automatizada
de las especies de Candida, se determiné que el 78.65% de los casos con
candidiasis corresponde a C. albicans mientras que el 21.35% corresponde a
C. glabrata, lo cual muestra que por cada cuatro especics de C. albicans hay
una C. glabrata en una proporcion 4:1 (Ver Grafica 1, 2y 3)

Tabla 3. Prevalencias de Candidiasis

Prevalencia de Candidiasi. 19.30%

Prevalencia de C. albicans 15.2%

Prevalencia de C. glabrata 4.1%

0 = 361 exudados vaginales

Tabla 4. % de especies de Candida

Especie Porcentaje
C. albicans 78.65%
de C. glabrata 21.35%

n =BT muestras con Landida

PROPORCION

4 C. albicans : U C. glabrata
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ASOCIACION A OTRAS INFECCIONES DE
TRANSMISION SEXUAL (ITS)

Entre los hallazgos importantes se encontré que tanto C. albicans como C. glabrata
estdn asociadas a Gardnerella vaginalis y ademas que C. albicans esta”asociada a
Chlamydia trachomatis mientras que C. glabrata esta asociada a’ Nel.x.serta gonhorreau
(Ver graﬁca 4y5)

Porcentaje:

No. casos - .. Porcentaje
Gardnerella vaginalis ST 62.5%
Chlamydia trachomatis 2. . 0%
Gardnerella vaginalis / 1 . 0%
Chlamydia trachomatis s
Neisseria gonhorreae 0 ¢ 12.5%
Gardnerella vaginalis/ 0 :25.0%
Neisseria gonhorreae L
(De casos asociados a ITS) B e ‘ RS ERT I

Como parte ‘de la:prucba rapida que se realiza en el Laboratorio Central del
Conasida, se encontré que las muestras en las que se observaron levaduras en el fresco
(Solucion salina al 0.9%) también revelaron levaduras bajo tincidon de Gram y viceversa. Y
fueron mas los'casos de C. glabrata en los que no se detectaron levaduras tanto en el fresco -
como en el Gram que en C. albicans (Lamina 1, 2)
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OBSERVACION DE LEVADURAS EN FRESCO Y BAJO TINCION DE GRAM

80 casos (89.89%) muestras en las que se observan levaduras en el Gram
9 casos (10.11%) muestras en las que no se observan levaduras en el Gram

En 6 (8.57%) muestras con C. albicans no se observan levaduras en Gram
En 3 (15.78%) muestras con C. glabrata no se observan levaduras en Gram

Como control de calidad se introdujo en todas las pruebas dos cepas de referencia
- ATCC 10231 (C. albicans) y ATCC 2001 (C.glabrata), esto con la finalidad de garantizar
i+ el buen desarrollo de todas las técnicas y la funcionalidad de los reactivos y equipos.

En cuanto a la morfologia, aquellas colonias presuntivas del género C. albicans son
colonias cremosas, circulares convexas, lisas y de color café, mientras que las colonias
presuntivas de C. no albicans son cremosas, circulares, convexas, lisas y de color blanco.
Siendo caracteristica diferencial entre ambas especies es la coloracion de las colonias.
(Lamina 3 y 4).

Otra caracteristica diferencial entre ambas especies es la formacion de
clamidosporas en agar harina de arroz (Lamina 5 y 6)

Los resultados de las tabla del Anexo V comrespondientes al zimograma, describen
la formacion de gas y acido productos de la fermentacion de dextrosa, trehalosa, xilosa,
galactosa, lactosa, sacarosa y maltosa de cada cepa. Es importante mencionar que fa
fermentacion de los carbohidratos maltosa y galactosa son los que diferencian a la especie
C. albicans de la especie C. glabrata. El caso de la fermentacion de la xilosa no estd
reportado en la literatura, solamente se reporta la asimilacion de dicho carbohidrato por el
género C. albicans. Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que ni C. albicans,
ni C. glabrata fermentan la xilosa pues de ninguna cepa se obtuvo la produccion de gas.
(Lamina 7 y B)

Con base a los resultados que arrojan las tablas del Anexo V, en las que se describe
la morfologia colonial, la formacion de tubo germinativo y de clamidiosporas, el
zimograma y el resultado de la identificacion automatizada (Sistema Vitek); se calculo la
sensibilidad y especificidad de las diferentes pruebas manuales para lo cual se construyd
una tabla de 2 x 2 para ubicar los resultados verdaderos positivos y negativos, y los falsos
positivos y negativos, y de esta manera calcular el porcentaje de sensibilidad y
especificidad de cada prueba manual. Se utilizd como estandar de oro el equipo miniAPI
para fines comparativos. Para visualizar dichos resultados observar las graficas 6, 7y 8 en
las que se realiza una comparacion de la sensibilidad e especificidad entre las cuatro
pruebas del método manual y la comparacion entre el método manual y el automatizado.
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MORFOLOGIA COLONIAL (Agar Biggy)

miniAPI .
Positivos Negativos ;l'oln!
MORFOLOGIA | Positivos
COLONIAL
(Biggy)
Negativos
Tota] )
Verdaderos positivos Verdaderos negativos
Sensibilidad = - x 100 7 idad x 100
Verdaderos Postives .+ Falsos Negativos Falsos Positivos + Verdaderos negativos
59 18
Sensibilidad = -—-—ox 100 = 9833 % Especificidad = x 100" = 90.00 %
6 20
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FORMACION DE TUBO GERMINATIVO

MiniAPI
Positivos | - Negﬂli\'ns i
Positivos AR
FORMACION 55
DE TUBO - ¥ .
GERMINATIVO
Negn\iyos
Tpin',
Verdaderos positivos . Verdaderos negativos
Sensibilidad = - x 100 E idad x 100
Verdaderos Postivos + - Falsos Negativos Falsos Positivos + Verdaderos negativos
55 15
Sensibilidad = —-— X 100 = 91.66 % Especificidad = x 100 = 2 75.00 %
60 ]
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FORMACION DE CLAMIDIOSPORAS

miniAPIL . P
Positivos R :
Lo 51 3..1:-:.54
FORMACION DE . : B e
CLAMIDIOSPORAS . -
Negpli\;'ns .
» 9
I B
: ‘605 |
Verdaderos positivos Vendaderos negativos
Sensibilidad = x 100 E 4 X 100
Verdaderos Postivos + Falsos Negativos Falsos Positivos + Verdaderos negativos
51 17
Sensibilidad = Pran it 100 = 85.00 % l-lupecmcldnd-m x 100 = 8500 %
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ZIMOGRAMA

miniAPl

Tositivos | Negativos < Total
Vo CPositivos’ | i _ o} o :
ZIMOGRAMA - : 59 - 1. 60 ‘ .
) - ’Nc'gx;iivos” i R
R 1 19 20
Total ' SN B
- . - 60 20 |80
Verdaderos positivos . Vetdaderos negativos
Sensibitidad = x 100 Especificidad x 100
Verdaderos Postivos +  Falsos Negativos Falsos Positivos + Verdaderos negativos
59 . 19 .
Sensibilidad = el 100 = 9833 % Especificidad = —— x 100 = 9500 %
20 :
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SISTEMA AUTOMATIZADO VITEK

miniAPI
_Positivos B Negnrlivu‘s‘
Positivos e
VITEK S ® - 60 .
Verdaderos positivos . - 7. Verdaderos negativos
Sensibilidad = x 100 E " a .

x.100

Verdaderos Postivas + Falsos Negativos Falsos Positivos + V'erdaderos negativos.

60 19
Sensibllidad = rrad 100 = 100 % Blpeclﬂrldud-“o x 100 = 9500 %
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SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL METODO MANUAL

PRUEBA SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
Morfologia colonial '98.33% 90.00%
Formacion de tubo germinativo - 75.00%
Formacion de clamidiosporas - 85.00%
Zimograma 95.00%

Promedio de las cuatro determinaciones que

contorman el: METODO MANUAL

9333%

8625% -

METOUO DR ERCIR. MINTAYT

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL METODO AUTOMATIZADO

- PRUEBA " '

SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD -

<55 (METODO AUTOMATIZADO)

100 %

95.00%

“XIETODO DE REFERERCTA: MINTAFT
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GRAFICA 1. PREVALENCIA DE CANDIDIASIS

(n = 461 Exudados vaginales)

Cultivos negativos
81%

Cultivos positivos a
Candida

TESIS CON , 19%
FALLA DE ORIGEN
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GRAFICA 2. PREVALENCIA DE C. albicans Y C. glabrata EN EXUDADOS VAGINALES

(n = 461 Exudados vaginales)

Cultivos negativos
81%

C. albicans

C. glabrata 15%

TESIS CON &%
FALLA DE ORIGEN
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GRAFICA 3. % DE ESPECIES DE Candida EN CASOS DE CANDIDIASIS
(n = 89 muestras positivas a Candida)

C. albicans
79%

C. glabrata
21%

I TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN
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GRAFICA 4. ASOCIACION DE C. albicans A OTRAS ITS

Cultivos de C. albicans
asociados a otra ITS
(29%)

/
(

Cultivos de C. albicans
sin asociacion a otra ITS
(711%)

O Gardnerella vaginalis
B Chlamydia trachomatis
W G. vaginalis/C. trachomatis




GRAFICA 5. ASOCIACION DE C. gl/abrata A OTRAS ITS

Cultivo de C. Glabrata
asociado a otra ITSo
(42%)

Cultivo de C. glabrata sin
asociacién a otra ITS
(58%) 6%

1 Gardnersia vaginaks
& Neisseria gonhorreas
OG. vagineks/N. Gonhorrese




% Especificidad

100

GRAFICA 6. COMPARACION DE SENSIBILIDADES

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Morfologia colonial

Formacién de tubo germinativo Formacién de clamidiosporas

Zimograma




NAOMO0 7a VTIVE
. N.OD SISH‘L % Sensibilidad

GRAFICA 7. COMPARACION DE ESPECIFICIDADES

Morfologia colonial

T T T
Formacién de tubo germinativo Formacién de clamidiosporas




GRAFICA 8. COMPARACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL METODO
MANUAL CONTRA EL METODO AUTOMATIZADO

OMETODO MANUAL
BMETODO AUTOMATIZADO

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD ’q (l’




FOTOGRAFIAS

Estas fotografias son cortesia del Laboratorio Central del CONASIDA

Lamina 1.- Observacion de blastosporas y seudohifas de un examen en fresco en solucién
salina al 0.9% (Objetivo 40x)

Lamina 2.- Tinciéon de Gram de Candida de un frotis de exudado vaginal. Se observa la
presencia de blastosporas y pseudomicelios (Objetivo 100x)

LAmina 3.- Medio Agar selectivo para Candida segun Nickerson (Medio Biggy). Se
observan colonias de C. albicans cafés por la reduccion del sulfito de bismuto.

Limina 4.- Tincién de Gram de un frotis de un cultivo de Candida en agar Biggy (objetivo
100x)

Lamina 5,- Observacion de clamidiosporas en agar harina de arroz, (objetivo 40x)
LAmina 6.- Observacion de clamidiosporas en agar harina de arroz. (objetivo 100x)

Lamina 7.- Tubos positivos a la fermentacion de carbohidratos por la produccion de acido
(vire del indicador a amarillo) y produccion de gas

Lamina 8.- Tubo negativo a la fermentacion de carbohidratos sin produccion de acido
(indicador en color morado) y sin produccion de gas

Lamina 9.- Tarjeta plastica que contiene sustratos desecados en pequefias cavidades. Por
succion se llena con una suspension de levaduras, se incuba e interpreta automaticamente
(Vitek System)

Lamina 10.- Sistema automatizado Vitek. En medio se encuentra el modulo de llenado y
sellado de la tarjeta plastica, a la derecha esta el modulo incubador y lector y a la izquierda
esta la computadora con la base de datos para interpretar e imprimir el resultado.
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DISCUSION

: ‘Debido” a que se tuvo acceso a informacion epidemiologica de la poblacion
estudiada. Se incluyeron en los resultados de este estudio dichos datos.
“A'un total 461 pacientes que refirieron tener un flujo vaginal anormal se les realizd
un exudado vaginal, una prueba rapida, cultivo y pruebas diagnosticas de otras infecciones
de transmision sexual (ITS).

La prevalencia de candidiasis fue del 19.30%, siendo C. albicans la especie mas
comun (78.6%) y C. glabrata la especie dominante no albicans (21.35%). Estos datos
concuerdan con lo reportado en la literatura.

El rango de edades de esta poblacion fue de 15-53 afios y el promedio fue de 28
afios.

En cuanto a la asociacion con otras infecciones de transmision sexual, se encontrd
que C. albicans en un 28% estaba asociada a una ITS mientras que C. glabrata estaba
asociada en un 42%; siendo la principal asociacion de ambas especies con G. vaginalis. Es
importante resaltar que ademas C. albicans se asocié a Chlamydia trachomatis a diferencia
de C. glabrata que se asoci6 a Neisseria gonhorreae.

En cuanto a la prueba rapida que incluye la observacion de levaduras bajo tincion de
Gram se observé que se consigue detectar el 90% de las muestras con Candida; siendo C.
glabrata 1a especie menos detectada en comparacion con C. albicans, esto se debe a que C.
glabrata no forma hifas y las blastosporas son mas pequefias que en la especie C. albicans,
por lo que pudicra pasar desapercibida.

La determinacion del pH solo se realizo en 40 muestras por lo que no se reportaron
estos resultados; sin embargo es importante mencionar que efectivamente, el pH en
muestras con candidiasis es de 4 a no ser que esté asociado con alguna otra infeccidon como
vaginosis bacteriana o tricomoniasis.

Con la finalidad de acelerar el diagnostico e identificacion del género Candida se
han desarrollado formas mas sencillas de reconocimiento de las principales especies, casi
desde el primoaislamiento; como es el caso del agar selectivo para Candida segin
Nickerson (agar Biggy). Sin embargo ticne el inconveniente de que una especie C. albicans
no reduzca el suifito (falso negativo) o bien de que Candida no albicans lo haga (falso
positivo), debido a que pueden ser cepas con una mutacion espontanea, como lo revelan
estudios realizados por Nickerson. "2

Bajo la experiencia que han tenido otros laboratorios y sobre todo el mostrado en el
Laboratorio Central del Conasida, la alta sensibilidad (98%) y especificidad (95%) que
ofrece este medio de cultivo, revela que es un medio selectivo altamente recomendable para
una diferenciacion de Género Candida para aquellos laboratorios en los cuales no se tiene
la posibilidad de contar con un sistema automatizado.



La prueba de formacion de tubo germinativo permite realizar la identificacion
presuntiva rapida de C. albicans y aunque algunos estudios reportan que mas del 95% de
todos los aislamientos de Candida producen tubos germinativos bajo condiciones
adecuadas, en este trabajo la sensibilidad de la prueba fue del 92% y la especificidad del
79%. La disminucion en la sensibilidad de la prueba pudo deberse a: una contaminacion
bacteriana que inhibid la formacion del tubo germinativo, a que el suero humano tuviera
factores inhibidores (ferritina) y la causa mas probable fue un inéculo de levaduras
demasiado denso, puesto que solamente se tomo una asada de las colonias y no se
estandarizd el indculo. Cabe sefialar que se puede evitar la contaminacién bacteriana al
emplear suero estéril ya sea humano o de caballo, mancjados en condiciones de esterilidad.
En cuanto a la especificidad de la prueba, la cual se ve afectada por resultados falsos
positivos, es probable que debido a la limitada experiencia en cuanto a la interpretacion de
la morfologia del tubo germinativo, se haya confundido a las seudohifas con tubos
germinativos, al no observar cuidadosamente la ausencia de una pequeiia constriccion, %!

Tradicionalmente los microbidlogos han usado el agar harina de maiz, agar harina
de arroz, agar papa dextrosa entre otros para la deteccion de calmidiosporas producidas por
C. albicans. Las clamidiosporas son células resistentes, grandes y de pared gruesa,
sostenidas aisladamente o en racimos, habitualmente en los apices de las seudohifas. La
observacion de los aspectos morfoldgicos microscopicos de levaduras en agar harina de
maiz o arroz es necesaria no solo para los métodos convencionales, sino también para dar
un mayor soporte a la identificacion basada en sistemas automatizados. Por lo anterior se
esperaria una excelente sensibilidad y especificidad de esta prueba, sin embargo la obtenida
en este trabajo fue del 85 y 89% respectivamente, por lo que no es una prueba
recomendable.

Algunos estudios han revelado que la observacion de los aspectos microscopicos
caracteristicos de levaduras y microorganismos levaduriformes que crecen en agar harina
de arroz se incrementan con el agregado de Tween-80 (polisorbato 80), el cual reduce la
tension superficial del medio y promueve una produccion optima de hifas, blastoconidias y
clamidiosporas. En este estudio se prepararon medios de pelicula delgada de agar pero no
se adicioné Tween-80, por lo que se sospecha que esto disminuyo la eficiencia de dicha
prueba. *"

Algunos investigadores como Wikerham-Burton, establecen que el estandar de oro
para la identificacion de levaduras es la fermentacion carbohidratos y asimilacion de
carbohidratos, nitratos y urea. En este estudio (nicamente se realizaron pruebas de
fermentacion de carbohidratos las cuales proporcionaron una sensibilidad y especificidad
del 98 y 95 % respectivamente, lo cual significa que el zimograma es una prueba
confirmatoria para la diferenciacion de especies del género Candida. Sin embargo el
ir;conveniente de dicha prueba es que se requiere hasta 28 dias para obtener los resultados.

Como se menciondé anteriormente existe siempre una explicacion cientifica para
obtener resultados falsos positivos y falsos negativos, los cuales pudieron presentarse
debido a una contaminacién cruzada de las muestras, a la poca viabilidad de las cepas, a
mutaciones de las mismas, a la falta de una validacién total de las pruebas, etc. Y esto es lo
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que ‘de -alguna -manera pudo evitar que sc alcanzara ¢l 100% de la sensibilidad y
especificidad de las cuatro determinaciones del método manual,

Entre las pruebas rapidas de identificacion de especies del género Candida, se
encuentran los métodos automatizados y semiautomatizados los cuales cuentan con baterias
completas de carbohidratos que utilizan la base auxonograma para obtener una
identificacién en menos de 48 h, entre estos métodos destaca el Sistema automatizado
Vitek el cual fue utilizado en este estudio comparativo para evaluar su sensibilidad y
especificidad contra la de la pruebas convencionales utilizadas en el laboratorio central del
Conasida, ¥

Por todo lo anterior y con base en los resultados obtenidos, puede observarse que
las pruebas del método manual con mayor sensibilidad y especificidad son el zimograma y
la morfologia colonial, sin embargo el conjunto de las cuatro determinaciones proporciona
una menor sensibilidad y especificidad comparada con el sistema automatizado que
muestra una sensibilidad del 100% y una especificidad del 95%, por lo que resulta mejor
utilizar un método automatizado que un método manual debido a su mayor eficacia.

54



CONCLUSION

Se . observo que la poblacién femenina incluida en este estudio estd en edad '
reproducuva y tiene practicas de sexo sin proteccion, lo cual propicia la adquisicion de
“algunas infecciones de trasmision sexual. En este caso se analizd la prevalencia de
candidiasis y se determino la proporcién C. albicans-C. glabrata (4:1).

En lo que se refiere a un diagnostico rapido se determino que la tincion de Gram
para la observacion de levaduras proporciona un 90% de deteccion, sin embargo esto se
comparo con el cultivo y algunas prucbas especiales de identificacion.

Con base a la excelente sensibilidad y especificidad que muestra el agar selectivo
para Candida segun Nickerson (agar Biggy), se recomienda ampliamente para un
primoaislamiento e identificacion rapida del género Candida, no solo en cultivos puros sino
también en cultivos mixtos o contaminados; ademas se recomienda porque resulta ser de
facil preparacion (no se esteriliza) y es econoémico.

La prueba presuntiva rapida de la formacion de tubo germinativo es util porque es
relativamente simple, a reserva de estandarizar el indculo, y ademas es muy economica. Sin
embargo para disminuir la subjetividad de la prueba se requiere de mas experiencia en
cuanto a la interpretacion al microscopio para no confundir tubos germinativos con
seudohifas.

Aunque la formacion de clamidiosporas no es una prueba muy rapida, la literatura
establece que es una prueba util no solo para la diferenciacion de algunos géneros de
levaduras, sino que ademas sirve como prueba confirmatoria para la identificacion de la
especie Candida albicans, por lo que solo puede ser recomendada si se agrega tween 80 al
medio de cultivo agar harina de arroz, y aun asi se requiere de mas tiempo para obtener el
resultado a diferencia del método automatizado que ofrece una mayor rapidez en la emision
del resultado.

Las propiedades fermentativas dependen de enzimas especificas que posee cada
especie de Candida, caracteristica que permite diferenciarlas y que hasta ahora ha sido
utilizada como estandar de oro. En este estudio solo se utilizo la prueba de zimograma la
cual fue utilizada para realizar una diferenciacion entre la especie C. albicans de C.
glabraia con una alta sensibilidad y especificidad, sin embargo el peor inconveniente de
esta prueba es el prolongado tiempo de incubacion que se requiere para observar la
formacion de gas y el cambio del indicador.

A raiz de este estudio se puede concluir que desde la prueba rapida se tiene una
identificacion presuntiva de infeccion por Candida, sin embargo se sugiere obtener el
cultivo y realizar la prueba rapida del tubo germinativo para diferenciar C. albicans de
Candida sp, en caso de que sea una especie C.no albicans se deberan realizar pruebas
bioquimicas para identificar la especie (zimograma, auxonograma) y la prueba de
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-formacion de¢ clamidiosporas, obviamente, en caso de contar con el recurso, se prefieren los
-métodos automatizados para obtencr resultados en menos de 48h.

Se concluye que definitivamente el método automatizado tiene mejor desempeiio
que el método manual en cuanto a la sensibilidad y especificidad, ademas de que el método
automatizado requiere menor tiempo, esfuerzo y costo para otorgar un resultado.

La importancia que tiene realizar un diagnodstico diferencial de las especies del
género Candida es porque en afios recientes ha habido un incremento en la prevalencia de
especies de C. no albicans, principalmente C. glabrata que es mas dificil de erradicar con
una terapia antifiingica ya que son cepas azoles resistentes y esto a la vez incrementa los
casos de candidiasis recurrente.

Por lo anterior se sugicre realizar estudios de sensibilidad y resistencia del género
Candida ante agentes antimicoéticos no solo in vitro sino también in vivo.
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ANEXO I

COMPOSICION Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Nombre

Medios de cultivo

Composici6n tipica (g/L)

Preparacién:

Agar sclectivo para Candida
segiin Nickerson (Merck)

Agar extracto de arroz (Merck)

Medio de transporte segiin Stuart

Caldo fermentacién de levaduras
(con campana de Durham)

Extracto de levadura 1.0

Peptona de harina de soya 2.0
Glicina 10.0
D (+)-Glucosa 10.0

Indicador sulfito de bismuto 2.0

Apgar-agar 15.0
Concentrado de extraclo

de arroz 0.7
Agar-apar 14.3
Glicerofosfato sddico 10.0
Tioglicolato sédico 1.0
Cloruro cilcico 0.1
Azul de metileno 0.002
Agar-agar 8.0
Pcptona de gelatina 7.5
Extracto de Levadura 5.5
Parpura de bromocresol  0.016
Con y sin carbohidratos 10.0

(Galactosa, Dextrosa, Sacarosa,
Xilosa, Trchalosa, Maltosa,
Lactosa)

Disolver 40 g cn un litro de agua
destilada o desmincralizada,
calentar hasta cbullicién durante
5 minutos, mezcalndo
constantemente. jNo esterilizir cn
autoclave!. Verter cn placas.

El medio cs ligertmente opa-
Iescente

pH: 6.5 20,22 25 °C

Disolver 15 g cn 1 litro de agua
desmineralizada  por  calenta-
micnto cn bailo de agua hirvicndo
o cn corriente de vapor, tratar cn
la autoclave (15 min. a 121 °C),
verter para dar placas con capa
delgada (1 a2 mm)

pH: 5.8+ 0.2a 25°C

Disolver 12g/L, distribuir hasta
apréx. 7 cm de altura cn tubos
con tapon dc cierre de rosca y
csterilizar cn  autoclave (15
min/121°C). A continuacién sc
cnfrian los tubos cn posicién
vertical.

pH74£0.2

Disolver 23 g/L, distribuir SmL
cn tubos con tapén dc cierre de
rosca provislos de una campana
de Durham y cslerilizar cn
autoclave (15 min/121°C).

pH 7.0 0.2
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ANEXO II

e COMPOSICION DE LA TARJETA YBC VITEK

No. del pocillo Componente principal Cantidad
i Control de carbohidratos 0.0268 mg
2 Glactosa 0.40 mg
3 Lactosa 0.40 mg
4 Sucrosa 0.40 mg
5 Maltosa 0.40 mg
6 Celobiosa 0.40 mg
7 aMetil-Dglucosido 0.40 mg
8 Xilosa 0.60 mg
9 Arabinosa 0.80 mg
10 Trehalosa 0.60 mg
1 Melocitosa 0.40 mg
12 Rafinosa 0.40 mg
13 N-acetil-D-glucosamina 0.40 mg
14 Xilitol 0.40 mg
15 Dulcitol 0.40 mg

16 Adonitol 0.40 mg
17 Palatinosa 0.40 mg
18 Glicerol 0.16 uL
19 Sorbitol 0.40 mg
20 Eritritol 0.40 mg
21 Melobiosa 0.40 mg
22 Cicloheximida 0.12 mg
23 Control de carbohidratos 0.0268 mg
24 Glucosa 0.40 mg
25 Inositol 1.20 mg
26 Control de nitratos 0.05 mg
27 Nitrato de potasio 0.04 mg
28 2-ceto-D-gluconato 0.40 mg
29 Control de urea 0.04 mg
30 Urca 0.80 mg
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LISTA DE SUSTRATOS DE LA GALERIA ID 32C (miniAPI)

Sorbitol Galactosa

D-Xilosa Actidiona

Ribosa Sacarosa

Glicerol N-Acetil-Glucosamina
Ramnosa DL-Lactato
Palatinoasa L-Arabinosa

Eritritol Celobiosa

Melibiosa Rafinosa
Glucuronato Maltosa

Melezitosa Trehalosa

Gluconato 2-Ceto-gluconato
Levulinato a-Metil-D-Glucosido
Glucosa Manitol

Sorbosa Lactosa
C-glucosamina Inositol

Esculina Control
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ANEXO III

DOCUMENTOS

' Encuesta infecciones de transmision sexual (Mujeres)

H,kojaV de cb_hst{ﬁtimiento para realizarse la prueba serologica para la deteccion del VIH y
otras ITS = 00 - ’ S

'S’olicitudfd‘é lét;dkatoﬁp para prueba répida y cultivos
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TRANSMISION SEXUAL Y VIH
MUJERES

/2%

ENCUESTA SOBRE ENFERMEDADES DE

CLTTT]

ENVIAR A: CONASIDA, CALZ DE TLALPAN No 4585 COL TORIELLO GUERRA

SECRETARIA DE SALUD € P 14050 DELEGACION TLALPAN, D F _TELS Y FAX 52818 B7 1528 19 49 CONASIDA
INSTITUCION NOTIFICANTE
wene 11 L1 L e I I

REGIONAL FOLIO

DIA MES ANO

E£STATAL

" "DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

05 0 FECHA DE NACIMIENTO

DIA MES ANO
ns_s EDAD 0s.2 OCUPACION I l I
AKO (De su{s) cual que sea su . indicar solo una}

033 ESCOLARIDAD

B Satie lees y escribur Primana
E S Compieta D Técnica

Anallabeta

E Licenciatura

RESIDENCIA HABITUAL

L] s comn
[__:_—] Bachillerato

Posqvado
os_se_Estado
[ooen [ 2 ]comon [semmas [ =] v

D36 . TIENE KIJOS NACIDOS A PARTIR DE 19807 D St

05_aa Ciudad
ps_ s ESTADO CIVIL

HNo

oOs_«c Pais

0s_7 ¢ Cuantos?

' ANTECEDENTES DE SALUD

L1

[

As_t ¢ Se ha tealizado anteriormente pruebas para VIH? Els.

{Los siguientes datos se refiere a la UIoma prueba que se realizd)

As.2 Conoce usted el resultado D Posilvo

EN CASO NEGATIVO PASE A(ASY)

B Negatvo E Indetermunado E] No sabe

Actualmente su estado de salud es

As ) Sano

£ No

ENCASO AFIRMATIVO PASE A{ASS)

As_s ¢ Tiene de prog: de la enf de VIH? L No
As_ea ESPECIIQUE . o e
ass ¢ Hap f de sexual? Es E ~o EN CASO NEGATIVO PASE A (ASH]

As_6 ¢ Cudl{es) enfermedad(es) ha presentado en teda la vida?
S No

as_sa Sifilis as 68 Gonorrea

as_sc Herpes genital as_s0 Hepattis B
as_se Chancroide as_sf Condiloma acuminado

4s_6c Candidiasis as_sn Clamidiasis

]
aEBnn

as_ei  Tricomoniasis as_s) Vaginosis Badeﬂéna

BRBEE;
T

€]

|



as.e 4 Ha algun método anti ivo? [:] o [Z] to EN CASO NEQATIVO PASE A LA SIGUIENTE SECCION.

»5_sa Jaleas o espumas

As_Aty orales o iny A i]
)

as_ac Disposiivo inlrautenino a5, a0 Conddn Femenina

as_se Condon (su parega) as m Papanicotaoy
En caso postive FECHA RESULTADO
FUR

EEEE
R

as_ac Embarazo

© . PRACTICAS SEXUALES

ps_1 ¢ Ha terudo relaciones sexuales? E:] st [] NO EN CASO NEGATIVO PASE A LA SIGUIENTE SECCION
©s_2 En caso afirmativo ha sido con.

E Hombres [_T_] Mujeres E Hombres y Mujetes

En sus relaciones sexuales con MUJERES pracitica

Cau La maad de Can
Nunca

I R I I FY R I
es_ 38 F on vaginal {con E [ZI E E
ps_3x Penetracion anal (sin condén} . . [Il [z] ES:] E

es_30 Penelracion anal (con condon)

+s_s Numero de parejas sexuales masculinas !_I._L_l [_.l___L___I

s 3a F on vaginal (sin on)

LEEE

HUMERO ANOS MESES
es_s Numero de parejas sexuales lemeninas l J Lj l ] — r ‘
HUMERO ANOS MESES

¢ Usted o su (s) pareja (s} henen a han tendo alguno (s) de los siguientes nesgos a partir de 19802
TED
st Ho PAREJA SEXUAL
£s5_1a Infectado (a) de VIH/SIDA
»s_"8 Bisexual

ps_rc Hemofiico

m
ps_10 Transfundido {a) a partir de 1980 E LT_I PS_TDP E E
£5_ 1€ Usuano (3a) de drogas intravenosas E E PS_TEP E] B
es_if Donador (a) renumerado (a} [I] E} PS_Ife [II E
®5_7C Prostituto (a) E] [z! PS_1GR E E
Utihzar solamente en caso de ejercer la prostitucion
#5834 4 A que edad empezo a ejercer la pi iGn? G:
Ahos
r35_s8 ¢ Tiempo de ejercer la prostitucion? I [ l
Ahos Meses
ps_sc Numero de clientes en los Ultimos seis meses E [ [ ]
3
Lo R i “ RIESGO OCUPACIONAL . o :
- Personas que hayan suftido heridss o al manejer con sanpn o ﬂuldas corporales d- personas con VIH
USTED PAREJA SEXUAL

Si Ha

S No
®o_1- Exposicion ocupacional a VIH E E] LLR Et‘ E]

ESPECIFIQUE:

FECHA:

-



DROGAS INTRAVENOSAS

| Utirar imicamento en caso de wsuario de drogas intravenosas

o1 ¢Usd usted drogas intravenosas en 0s Gimos 12 mesas? E]S' 2 |No

Tipos de drogas que se ha inyectado:

©1_2A Heroina . I:] o Narcotico (Meladona, Demerol, Morfina. Codeina) D
o7 COCaing . .. D o_20 Anfelaminas E]
o172t Hetoina y cocaina (combinadas) D pi_2¢ Barbitiricos D
1l 2
oi_26 Otra droga Especifique
013 ¢ Ha compartido agujas y/o jeringas usadas pof ofras personas? A S . . E]s' E]N"
Di_s ¢, Utihza alguna substancia difetente que el agua para ? R ms' EN‘_’
01_8 ¢ Que substancta utiliza? E] Cloro/blangqueadar B Alcohot B Otro Especfque.
ESTADO ACTUAL ETS '+~
A. SINTOMAS 8. SIGNOS
Si No S No

€v_at Flup Vagmnal [] [2] g7 81 Flujo Vaginal [ 1] [2]
€1_az Flujo Anal (1] [Z] et g2 Flujo Anat [1] (2]
€1 a3 Secrecion Faringea [ 1 2] €1 8y Ulceras genitales ] [ 2]
ET_as Ardor para onnar ll !I €1 s« Ulceras anales ll “
€7_as Ulceras gendales ll ﬂ €8s Condidomas genitales R {2
€1_as Ulceras anales ] 2] €1 8¢ Condilomas anales ] 2]
€v_ar Fietre ] | 2] er_87 Molusco Contagioso Gendal |+ ] 2]
€7 _as Dolor Genital 1] | 2] €7 68 Linfadenopatia |+ 2]
€7_as Dolor Anal [ 1] | 2] €189 Secrecion Faningea [ 1] 2]
€7_a1w Crestas, Verrugas ll ﬂ €71_810 Pediculosis Pubnis K !I
ET_ans Linfadenopatia -l 2] €r_s11 Dolor abdominat Bajo (1] (2]
EY_a12 Dolor Abdominal Bajo 1] L2]

RESULTADOS DE LABORATORIO

R ADOS FECHA
e | T Negoe Dheon  SZEE oh wes  wo
VIH Deteccian Inicial w1 ] 1 2 | ra |41 2] IC A Y
VIH Detec Repet waz 4] 12 ez 3] 12 NET S O
VIH Confitmatona wa |4 L2 ra VL1 2 3] INE T SO Y
Hepatitis Bs wae PO E2] e 1112 e e
Hepatitis Be waof 2] ra | 1] L2] NTTR B
Hepatitis C ws U] 12 rs V] 2] ons [ S )
VDRL we VL[ 2] e | ] [ 2] e —trs
FTAIgG ~“_? V]2 R_? | L [0 2 S S )
FTAIgM we |1 2 we | 1} 12] [SU S )
HERPES we (011 2] e 141 2] e L_lre
HERPES Il weo |l Y] 2] ro |1 ] | 2 | vl e
NEISSERIA GONORRHOEAE wn [ V] | 2] R V112 oRTy S
GARDNERELLA VAGINALIS w2 |11 1 2| e 4] L2 NPy S P
CANDIDA ALBICANS warnd VL 2 e ]2 Lo e
CANDIDA SP wao | ]2 ot V11 2] ol Jeo
CLAMIDIA TRACOMATIS walt 1] 2] ave |12 ] TS I o
TRICOMONAS VAGINALIS was [ 1) [ 2] was U] 12 s L] Fas
UREAPLASMA UREALYTICUM wss | '} | 2] wae {12 v | e
MICOPLASMA HOMINIS wer {1 F ] 2] e L) L2 W1 S ERY)
CD4 “_t8 __'__ L2 R_18 Cuents [ORTI S T

R181 POR CIENTO

©2



‘RESULTADOS DE LABORATORIO . .

MUESTRAS | RESULTADOS Codn ge FECHA

st Mo Pos  tieg b 1aboratonn Ota Wes Anu
VPH RN B 2 “_1y [t IR
PAPANICOLAOU M_20 A_o (] L

PRUEBA PARA DETECCION DE VIH EN
aitas menores oevemeses w1 (] (0 G 0., CETTT]

cos Fechd e

co_t co_? Fecha <o_3 Notfico

cos C co_e Fecha

~INSTRUCTIVO DE LLENADO

INSTRUCCIONES GENERALES.

. Anotar con pluma y con letra de molde la informacion que se le pida
o Escriba con nimeros ardbigos en fa casilla cottespondiente
e  Marque con una “X" en el cuadro que corresponda a su respuestia

INSTITUCION NOTIFICANTE

IN_1 La CLAVE ESTATAL sera de acuerdo a cada Entdad Federativa (E| EDZ] Cotresponde a
Michoacan . ver Anexo 1), la REGIONAL sera de acuerdo a 1a distibucion gue lenga cada Estado

(E). Junsdiccion Santana No 7. sera n- )} EL FOLIO se constituye de cuatro digilos que se
ulilizara de forma progresva (€ ““n“ ]
(Ej.Final  IN_1. CLAVE EIEN N ER KR ERES

ESTATAL REGIONAL FOLIO
iIN_2 No utilzar numeros romanos
DATOS SOCIQODEMOGRAFICOS

0s_2 Se anotara con letra de molde la ocupacin principat y anotar la clave que ‘e conesponda

(ver ANEXO 2)

(Ej. Trabajadora del sexo n-n )
D5S_48 Escribir el nombre del Estado yio Pais y anotar la clave correspondiente (ver ANEXO 1)
0D5_4C
0s_7 Sies “No”, anotar . si es afiimativa, anolar. €y Cinco Hyos,

PRACTICAS SEXUALES

PS_BA Edad en afos cumpldos.
PS_6B Indique el nimero de ados cumplidos de ejercer y/o meses, segun sea el caso

RESULTADOS DE LABORATORIO

L_1ALL_1S Anotar el cadigo del laboralotio que procesd 1a muestra

1.- SSA; 2 - IMSS; 3.- ISSSTE, 4 - PARTICULAR, 5.- OTROS

R_1S Anotar el porcentaje de la cuenia de linfoctos

R_15.1 Anotar el niimero de cuenta de nfocrdos

RL_12 El encuestador anotara datos que considere importantes para cada caso en patticutar y que
no estén considerados en el cuestionario (E) Que se encuentre embarazada)

D6 Anotar en nimeros ardbigas

t2-A



HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA REALIZARSE LA PRUEBA
SEROLOGICA PARA LA DETECCION DEL VIH Y OTRAS ITS

El que suscribe, con nimero de registro
en el CONASIDA, manifiesto que he recibido asesoria acerca de la infeccion por el
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y otras Infecciones de Transmision
Sexual como: Sifilis, Herpes Genital, Gonorrea, Clamidia, Tricomoniasis,
Candidiasis, Vaginosis Bacteriana, Condiloma y Hepatitis “B”.

Ademds, tuve la oportunidad de bhacer algunas preguntas que fueron
satisfacloriamente respondidas por el personal de este Centro de Informacién y
Deteccion.

Asimismo, he recibido informacion sobre las ventajas de realizarse la prueba
sanguinea para la deteccion del VIH y otras Infecciones de Transmisién
Sexual, asi como el significado de un resultado negativo o positivo.

Me han indicado también que todos los datos que proporcione al CONASIDA, serdn
utilizados de manera estrictamente confidencial y si es mi voluntad, considerarlios de
manera anénima.

Por io tanto, doy mi consentimiento para que se me realice:

( ) La prueba de deteccion del Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH).

( ) Las pruebas de deteccién de Infeccién de Transimisién Sexual.

Nombre y Firma Fecha

03
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SECRETARIA DE SALUD
SUBSECRETARIA DE PREVENCION Y CONTROL DE ENFERMEDADES
CONSEJO NACIONAL DE PREVENCION Y CONTROL DEL SIDA
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA
Flora No. 8 ler. Piso COL. ROMA
TELS. 52074443 Y 52074503 FAX 55252424

SOLICITUD DE LABORATORIO

CENTRO DE PROCEDENCIA:

FOLIO:
MEDICO:
FACTOR DE RIESGO: SEXO: EDAD:
FECHA: : -

EXAMENES SOLICITADOS:

PRUEBA RAPIDA:

CULTIVO DE Neisseria gonorrhoeae:
CULTIVO DE Candida albicans:
CULTIVO DE Gardnerella vaginalis:
CULTIVO DE Ureaplasma urealyticum:
CULTIVO DE Mycoplasma hominis:
CULTIVO DE Staphylococcus aureus:
DX DE Chamydia trachomatis:
HERPES SIMPLE TIPO I:

HERPES SIMPLE TIPO II:

OTROS:

T

OBSERVACIONES:

REQUISITOS:
MUJERES: NO ESTAR EN PERIODO MENSTRUAL

NO ESTAR BAJO TRATAMIENTO MEDICO
HOMBRES: DOS HORAS SIN ORINAR

NO ESTAR BAJO TRATAMIENTO MEDICO

HORARIO: LUNES A JUEVES DE 8:00 A 13:00 Y DE 14:00 A 18:00

€3-R



ANEXO IV

SITIO DE LA TOMA DE MUESTRA
(Fondo de saco vaginal)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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ANEXO V

RESULTADOS DEL ZIMOGRAMA

CODIGO Dextrosa | Trehalosa Xilosa Galactosa Lactosa Sacarosa Maltosa RESULTADO
acde | gas | awido | gas | dcido | ga | dcdo | gas | acido | gas | dedo | gn | acde | gas
a1 + + + + - + + - - + - + + | C albicans
2 + + + - + - + + - - - - + + | C. albicans
3 + + + + + - + + - - - - + - | C. albicans
- 4. + + + +.f 4+ - + + . - + - + - | C. albicans
5 ¥ r T T e _ + + - - - - + C. albicans
GG + + + + £ f e + + - - - + + | C albicans
7 +o ] +. + + + + + C. albicans
8 Fo - - Ea e - = {C. glabrata .
-9 s Mok N AN - ot C.albicans
10 + e : - e - g + i C. albicans -:
T y T |- ot - .| C. glabrata -
12 T e - + + }Calbicans. .
13 T B L+ +.| C. albicans
‘15 ] e = -+ +- 1 C. albicans
16 v i . + + C.albicansif :
17 " 4 [0 + ]+ |Calbicans ..
3 I - + + | C albicans . " :
19 + - - - |C. glabrata:
20 + - + + | C albicans

e




ZIMOGRAMA

CODIGO Dextrosa | Trehalosa Xilosa Galactosa Lactosa Sacarosa Maltosa RESULTADO
icido | gas | dcido | gas | dado | pgas | dcido | gas | dcido | gas | dcido | g | acdo | g
31 T T T + I - + + - - + - + + | C. albicans
22 T + + + + - + + - - + - + + | C albicans
=23 + + + + + - + + - - + - + + | C albicans
21 + + + + + - + + - - + - + + | C albicans
PR LS e + S - O B S o s - + + | C. albicans
LR Ree B e I S I T RO A R 2 TRt Ers Lt - + + | C. albicans
2% L : R T N (P i B Sl B - + + | C albicans
28 ¥ n R T + - + + |C. albicans
- 29 - ' r + + + B - + + | C. albicans
30 + + + +i g - + + | C. albicans
;"31‘ Y I R RN I ey - + + | C albicans
 32 Y S I R -+ | - |Cglabrata
33 + + k - + + | C. albicans
34 T ¥ :t - + + | C. albicans
— aras: i - + | + |C albicans
3. e - - - |C. glabrata
T - ,‘: :}:’ B + + | C albicans
8- : ,_vi : - + + | C. albicans
39 ; :t g B + + | C albicans
30 3 - + | + |C albicans
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ZIMOGRAMA

CODIGO Dextrosa | Trehalosa Xilosa Galactosa Lactosa Sacarosa Maltosa RESULTADOQ
dcido | g | acido | g | acdo | gas | dade | g | dado | gas | dwido | g | aido | g
41 + + + + - + + - - + - + + | C. albicans
"2 + + + + + - + + - - + - + + | C. albicans
LU 43 + + + + + - + + - - - - + + | C albicans
et + + + * * - + + - - - - + + | C. albicans
T T P B - - - - - - - - - - - - |C. glabrata
AL D] - + + | C albicans
S48 + + - + + 1C albicans
549 B - - - |C. glabrata
5 FH T - - - |C. glabrata
=51 * - + + | C albicans
52 - - - |C. glabrata
530 - + + | C. albicans
54 - + + | C. albicans
5 — - + + | C. albicans
56 s - + + | C albicans
57 S . + C. albicans
58 e - + C. albicans
59 T » - - - - | C. albicans
60 + - - . - bl R E - | + | - |C glabrata
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ZIMOGRAMA

CODIGO Dextrosa | Trehalosa Xilosa Galactosa Lactosa Sacarosa Maltosa RESULTADO
icido | gis | dado | gas | dnido | pas | dado | g | ido | gas | acido | gas | acdo | gas
61 + - - - - - - - - - - - C. glabrata
& T . N + + - - + - + + C. albicans
63 |t - - - - C. glabrata
6 + - - - - C. glabrata
65 + - + C. albicans
T |t T - 5 [+ |C albicans
: 67 ‘ + - - + + C. albicans
68 s + ‘ + B + - C. albicans
69 + - - + + C. albicans
707 - - - - C. glabrata
mn. + - R + + C. albicans
7 |+ L - - - C. glabrata
A : + ‘ + ‘ - + C. albicans
; + : + + - + C. albicans
i + - - + + C. albicans
. + + - - - C. glabrata
+ +. - + + C. albicans
+ T 1=~ [+ [+ |C albicans
¥ 7 + e - C. glabrata

20




ZIMOGRAMA

CODIGO Dextrosa Trehalosa Xilosa Galactosa Lactosa Sacarosa Maltosa RESULTADO
Acido 215 dcido gas dcido gas acido gas 4cido s acido gas cido 8as
8|+ |+ |+ |+ x| -]+ ]+ -] -F+]-]+*] * |Coabiams
89 + + + - ES - - - - - . . - - | C. glabrata
90 R - - + - - - - - - - - - | C. glabrata
Cepa C. BTN A S+ + F - + + - - + - + + | C. albicans
albicans St
ATCC 10231
Cepa C. C. glabrata
glabrata - - - -
ATCC 2001
, DATOS DELA
C. albicans : - + + | BIBLIOGRAFIA
- ® PARA COMPARAR
R LOS RESULTADOS
: DATOS DE LA
C. glabrata - - - - | BIBLIOGRAFIA
C PARA COMPARAR
LOS RESULTADOS
+= Positivo == Negativo = Afm despues de 30 dias de incubacién no s alcanza el vire total del indicador

@ = generalmente es po!

7.7 9= No estd reportado cn la bibliografia
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RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION MANUAL Y AUTOMATIZADA DE CANDIDIASIS

COoDIGO M.COLONIAL TUBO CLAMIDIOSPORAS ZIMOGRAMA VITEK MINIAPI
GERMINATIVO

1 C + + C. albicans C. albicans C. albicans

2 [ + + C. albicans C. albicans C. albicans

3 C - + C. albicans C. albicans C. albicans

4 C + + C. albicans C. albicans C. albicans

K [ + + C. albicans C. albicans C. albicans

U [d + + C. albicans C. albicans C. albicans

7 - C + + C. albicans C. albicans C. albicans

8: B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata

; C - + + C. albicans C. albicans C. albicans

10, - C - + C. albicans C. albicans C. albicans

2 § Bt B + - C. glabrata C. glabrata C. glabrata

=120 C + + C. albicans C. albicans C. albicans

13 B - + C. albicans C. albicans C. albicans

15 [ + + C. albicans C. albicans C. albicans

.16 . C + - C. albicans C. albicans C. albicans

17 C + + C. albicans C. albicans C. albicans

18 C + - C. albicans C. albicans C. albicans

19. B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata

©.20 C + + C. albicans C. albicans C. albicans

C = COLONIAS CAFES, CREMOSAS, CIRCULARES, CONVEXAS Y LISAS

B = COLONIAS BLANCAS, CREMOSAS, CIRCULARES, CONVEXAS Y LISAS

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

n



IDENTIFICACION MANUAL Y AUTOMATIZADA DE CANDIDIASIS

‘CODIGO M.COLONIAL TUBO CLAMIDIOSPORAS | 2IMOGRAMA VITEK MINIAPI
GERMINATIVO
21 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
2 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
23 [of + + C. albicans C. albicans C. albicans
24 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
25 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
26 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
27 c + + C. albicans C. albicans C. albicans
28 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
29 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
30 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
31 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
32 B + - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
33 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
3 C + + C. atbicans C. albicans C. albicans
35 [ + + C. albicans C. albicans C. albicans
36 C + + C. glabrata C. albicans C. glabrata
37 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
38 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
39 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
40 C + - C. albicans C. albicans C. albicans
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IDENTIFICACION MANUAL Y AUTOMATIZADA DE CANDIDIASIS

COoDIGO M.COLONIAL TuBO CLAMIDIOSPORAS | ZIMOGRAMA VITEK MINIAPI
GERMINATIVO
41 + + C. albicans C. albicans C. albicans
42 [§ + + C. albicans C. albicans C. albicans
43 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
4 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
46 B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
A7 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
48 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
49 B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
50 =SB - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
51 [ + + C. albicans C. albicans C. albicans
52 "B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
53 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
54 [ + + C. albicans C. albicans C. albicans
55 [o + - C. glabrata C. albicans C. albicans
56 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
57 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
58 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
59 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
60 B + + C. glabrata C. glabrata C. glabrata "
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IDENTIFICACION MANUAL Y AUTOMATIZADA DE CANDIDIASIS

CODIGO M.COLONIAL TUBO CLAMIDIOSPORAS | ZIMOGRAMA VITEK MINIAPL
GERMINATIVO
61 B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
62 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
63 B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
64 B - - C glabrata C glabrata C. glabrata
65 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
66 C - + C. albicans C. albicans C. albicans
67 C + - C. albicans C. albicans C. albicans
68 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
69 C - - C. albicans C. albicans C. albicans
70 B + - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
7 B - - C. albicans C. glabrata C. glabrata
76 B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
77 C + - C. albicans C. albicans C. albicans
78 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
79 (o + - C. albicans C. albicans C. albicans
80 C - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
81 C + + C. albicans C. albicans C. albicans
86 C - C. albicans C. albicans C. albicans
87 B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
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IDENTIFICACION MANUAL Y AUTOMATIZADA DE CANDIDIASIS

CoDIGO M.COLONIAL TUBO CLAMIDIOSPORAS | ZIMOGRAMA VITEK MINIAPI
GERMINATIVO

88 C + + C. albicans C. albicans C. albicans

89 B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata

90 B - + C. glabrata C. glabrata C. glabrata

Cepa C. albicans [§ + + C. albicans C. albicans C. albicans
ATCC 10231

Cepa C. glabrata B - - C. glabrata C. glabrata C. glabrata
ATCC 2001
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