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RESUMEN

La candidosis es la micosis oportunista mas frecuente, € principal agente etiol 6gico
es Candida albicans. En 1995, se determiné que dentro de los aislados clasificados dentro
de esta especie, habia dos |evaduras diferentes una C. albicans y otra fisiol 6gicamente muy
semejante que es C. dubliniensis.

Actualmente en los hospitales no se hace diferenciacion entre estas dos especies, sin
embargo, la tipificacion precisa es necesaria, ya que C. dubliniensis presenta una gran
capacidad para desarrollar resistencias a diversos antifungicos principamente a los
compuestos azolicos.

Estudios de sensibilidad antifangica realizados en el HE CMN SXXI muestran que
las levaduras de Candida aisladas de pacientes presentan resistencia a antifungicos cercana
al 27%, pero se desconoce €l porcentagje de C. dubliniensis en estos casos.

AUn no se hainvestigado s la resistencia observada en los aislados levaduriformes
esta relacionada con la frecuenciade C. dubliniensis.

Serealizara un estudio con dos objetivos principales 1) Conocer lafrecuencia de C.
dubliniensis y 2) Estudiar la sensibilidad diversos antifungicos (fluconazol, voriconazol,
5-fluocitocina).

La identificacion se readizard por medio de estudios morfolgicos (produccién de
clamidioconidios en agar harina de maiz, tubo germinativo y pruebas diferenciales que
incluyen crecimiento en CHROMagar®, produccién de clamidoconidios en agar Staib,
tabaco y caseing, finalmente la prueba de termotolerancia. El estudio de sensibilidad se

realizara por € método de equipo semiautomatizado Vitek2®.



INTRODUCCION

ANTECEDENTES HISTORICOS

La descripcion més antigua del término Candidosis se encuentra en e libro
“Epidemics’, obra escrita por Hipocrates, cuatro siglos antes de Cristo. En 1665 fue
mencionado por Samuel Pepys®. En 1771 Rosen Von Rosenstein y en 1784 Underwood
describieron una candidosis bucal y gastrointestinal en un recién nacido. En 1985 Veron
descubrié el agente causal de la candidosis'. En 1835 Verén describié un caso de
candidosis esofagica y uno de pustulosis candidosica en un recién nacido. En 1839
Langerbeck, descubrio el agente etiologico causante de candidosis, aislé € hongo de un
caso de afta bucal en un paciente que padecia de fiebre tifoidea y lo asocia a esta
enfermedad. En 1841 Berg y en 1844 Bennet confirman el hallazgo de Langerbeck. En
1842 Gruby, describio la morfologia del hongo causa y lo ubico en & género
Soorotrichum. Dos afios después Gruby reporto caracteristicas microscopicas de lalevadura
de un paciente con tuberculosis pulmonar. En 1849, Wilkinson, demostrd las
manifestaciones clinicas de una vulvovaginitis por Candida. Robin en 1853, mostr6 que €
agente etiol6gico podia diseminarse y causar enfermedad generalizada y o llamé Oidium
albicans. En 1868, Quinquad propuso un nuevo nombre Syringospora rodinii. En 1877
Ress, cambia el nombre al microorganismo por Saccharomyces albicans, en e mismo ano
Grawitz, demostro la naturaleza dimorfica del hongo y describi6 las formas de la levadura,
micelio, clamidoconidios, sin darles connotacion. En 1887 Audery reportd que las diversas
morfologias que presenta la levadura eran dependiendo de las condiciones ambientales. En
1890 Zopt, lo denominé Monilia albicans, nombre que se hizo popular en la literatura

médi ca, denominandose durante muchos afios como moniliasis ala enfermedad causada por



estas levaduras, aunque € género Monilia esta relacionado como patdégeno de plantas. Fue
Berkhout en 1923 quién propuso e término genérico de Candida’.Finalmente el nombre de
Candida fue aceptado en VIII Congreso Internacional de Botanica en Paris en 1954. En
1981 se decide por "La Asociacion Internacional de Micologia' eliminar € término de
moniliasis de su index Medicus, aceptandose solamente la denominacion de candidosis o
candidiasis (en idiomainglés).*

En la década de los 90, investigadores de Europa, notaron que muchos pacientes
con VIH y candidosis ora por C. albicans presentaban un comportamiento clinico
diferente a pesar de que las caracteristicas de los pacientes eran similares. Esto los llevo a
realizar diversos pruebas en los aislados fungicos, desde la morfologia microscopica hasta
llegar a la biologia molecular, en base a los resultados, demostraron la existencia de una
nueva especie similar a Candida albicans que denominaron Candida dubliniensis. Entre las
diferencias principales se tiene la virulencia mayor en pacientes con VIH y la capacidad de
desarrollar resistencia a fluconazol in vitro. Por lo tanto, C. dubliniensis se ha vinculado a
candidosis bucal en pacientes con SIDA y recientemente se ha asociado a la enfermedad

invasiva“®.

GENERO Candida
Caracteristicas generales

El género Candida esta formado por alrededor de 200 especies ®. Las levaduras son
Gram positivas, aerobias, presentan diametros variables de acuerdo a la especie que van de
4 a 6 um de didametro, la forma puede variar de globosa, ovoide cilindrica a elongada

raramente apiculada™. Los organismos se reproducen asexualmente por procesos blasticos



y dan origen a levaduras, filamentos y estructuras especiales como los clamidoconidios.
También se reproducen sexua mente formando ascas desnudas que contienen ascosporas.™®

No tienen pigmentos carotenoides, pueden formar carbohidratos extracelulares
dando un color purpuraal reaccionar con €l iodo, laasimilacién del inositol esvariabley la
fermentacion de carbohidratos puede estar ausente o presente, |as diferentes especies dentro
de este género son identificadas, segln sus propiedades morfolégicas y fisiolégicas por
patrones de fermentacion y asimilacion de carbohidratos.

La mayoria de las especies de este género, crecen en cultivos aerobios ricos o
pobres en nutrientes con un rango de pH amplio de 2.5 a 7.5 y temperaturas de 20°C a 38°
C. Todas ellas asimilan y fermentan la glucosa como fuente de carbono y algunas asimilan
el nitrato como fuente de nitrdgeno, solamente C. krusel puede crecer en medio libre de
vitaminas, la biotina es un factor importante de crecimiento. Todas |las especies reportadas
como patégenas crecen a temperaturas de 37°C vy tienen la capacidad de formar
pseudomicelio excepto C. glabrata.’®

Las levaduras del Género Candida son aerobias, pero también pueden crecer con
elevadas concentraciones de CO,, la atmésfera pura de CO; inhibe e crecimiento de
Candida. albicans. La influencia de diferentes componentes en los medios de cultivos
estimula la formacion de micelio en Candida. albicans fundamentalmente concentraciones
criticas de glucosa y medios suplementados con suero o aminoacidos, 40 % de proteinas 30
y 50% de polisacéridos™” **. La composicién de lipidos es variable dependiendo del tipo de
cepa, edad del cultivo, condiciones y la fuente de carbono utilizada aunque |a mayoria de
los estudios realizados concluyen que los fosfolipidos y los esteroles son los lipidos

predominantes en C. albicans Esta especie tiene un pH intracelular de 6.7 a 6.8, y contiene



aminas y trazas de metales. La concentracion intracelular de potasio es 200 veces mayor
que la concentracion de sodio %3,

Pared celular: La pared celular es la envoltura que rodea al protoplasmade la célula
gue le da la forma caracteristica y lo protege de cualquier cambio de presion osmética,
permite el contacto entre el hongo y el medio ambiente [legando a representar entreel 10y
el 50 % del peso seco de microorganismo. Dicha proporcion varia durante €l ciclo de
crecimiento y tiene gran influencia en este aspecto la edad del microorganismo y la
composicién quimica del medio de cultivo 2+ .

El grosor de la pared en este género va desde 120 hasta 300 nm; mediante
microscopia el ectrénica se han observado 6 capas. Uno de los principales componentes de
la pared son los mananos estando en areas de alta densidad electrénica y es uno de los
principal es determinantes antigénicos, laquitinay e B- 1-6 glucano son capas inertes que le
confieren larigidez ala pared donde también se presentan capas de lipidos y fibrina que se
sintetizan cuando se cultiva en medios con agar y se piensa que esta capa es |la responsable
de laadhesion de C. albicans al epitelio » %24,

Morfogénesis:. C. albicans es la especie del género que mayor variedad de formas
morfol gicas presenta. Posee micelio, pseudomicelio, blastoconidios, clamidoconidio y la
presencia de tubo germinativo y pueden estar todas presentes en un mismo cultivo de este
microorganismo.™ #*. La morfologia de esta levadura esta determinada por la sintesis de la
pared celular -2,

Latransicion de la forma levaduriforme a la forma micelial es un proceso regulado
por e medio ambiente. Los principales factores que favorecen e desarrollo de la forma

micelial son bagja tension de oxigeno, bajo contenido de glucosa, medios carenciales,

indculos altos, medios liquidos con anaerobiosis parcial, pH > 6.5 temperatura de 37°C,



presencia de aminoacidos en los medios de cultivos o de sueros y contenido minimo de
algunos carbohidratos “°.
Taxonomia.

A lo largo de la historia, este género de hongos como otros muchos, ha presentado
modificaciones en su ubicacion taxondmica. La clasificacion actual del género Candida es

lasiguiente 15243334,

Phyllum- : Deuteromycotina.
Clase: Blastomycetes.
Familia: Saccharomycetaceae

Género: Candida.

Reproduccion asexual

Se lleva a cabo por un mecanismo bléstico. En esta forma de reproduccion se
pueden formar diferentes estructuras como levaduras con gemacion multipolar, filamentos,
pseudofilamentos, clamidoconidios. Estas estructuras ayudan a establecer diagnostico asi
como una taxonomia presuncional .

La mayoria de las veces, es en esta forma de reproduccién en la que invade al
hospedero y en los especimenes de las lesiones se observan las estructuras mencionadas
previamente'®,

Reproduccion sexual

En varias especies de Candida se ha descubierto que se reproducen sexualmente

formando ascas con ascosporas libres (sin cuerpo fructifero) 1o que los ubica dentro de la

subdivision Hemiascomycetes, éstas ascas son facilmente visibles tifiendo los frotis de



cultivos con tincién de verde de malaquita (Figura 1). Hasta € momento no se ha

demostrado que las ascas por si mismas (reproduccion sexual) cause lainfeccion.

Figura 1. Frotis de Candida sp. tefiido con verde de malaquita.
Las estructuras de color verde son ascas (forma sexual del hongo)

Especies patogenas

Dentro del género Candida nueve especies son consideradas patdégenas muy
frecuentes en el humano: Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. krusei , C. lusitaniae, C. famata, C. kefyr, pero existen reportes
ocasionales de otras 16 especies que se aislan con menor frecuencia *®*°. Cuadro 1
Habitat

Las levaduras del género Candida se encuentran distribuidas ampliamente en la

naturaleza, pueden habitar en el agua, en las plantas (C. albugo) e insectos, en los animales



de sangre caliente, también pueden encontrarse en los alimentos, frutas, fomites, suelo,
agua, heces y en la atmésfera ®. Muchas levaduras de este género son biota normal del
humano y se localizan normamente en € tracto digestivo, las mucosas, faringe, ano rectal,
vaginal, oido externo y piel %%,

A partir de las primeras descripciones de levaduras de este género, se han
desarrollado gran nimero de métodos y pruebas fisioldgicas y bioquimicas para su correcta
clasificacion taxondmica. Estos avances han permitido a lo largo del siglo pasado separar
muchas especies gque originamente fueron clasificadas como un mismo agente. Un gjemplo
de este hecho es el descubrimiento en 1995 por Sullivan DJ y cols. de C. dubliniensis que
fue aislada de mucosa bucal de pacientes con SIDA y que en principio se creia se trataba de
C. albicans porque € comportamiento clinico eraigual a de esta especie, sin embargo, la
respuesta a tratamiento mostraba resistencia a fluconazol y ulteriores pruebas fisiol gicas
mostraron que se trataba de una nueva especie, como fue descubierta en Dublin, Irlanda,
recibi6 e nombre de C. dubliniensis.>**%

Candida dubliniensis inicialmente esta especie fue descrita como atipica de C.
albicans, basados en las siguientes caracteristicas:

Similares: @) crecimiento en ADS con antibidtico y ciclohexamida, b) formacion de
tubo germinativo, pseudohifas y clamidoconidios c¢) crecimiento a temperatura de 30 a
37°C.

No similares @) Formacion de abundantes clamidoconidios en agar harina de maiz o
agar harina de arroz, los cuales se disponen en pares, tripletes o racimos en e extremo

distal delahifab) crecimiento limitado o ausente a 45°C #810.11:32333435



CANDIDOSIS.

Con este término denominamos a la invasion de tgjidos superficiales o profundos
causada por levaduras del género Candida. Como se menciond previamente, ésta es la
infeccion oportunista més frecuente, tanto en pacientes con inmunidad normal, como
aquellos que presentan inmunosupresion. Las infecciones causadas por levaduras de este
género pueden afectar cualquier parte del cuerpo, por ese motivo las clasificaciones son
muy numerosas, por egemplo, se pueden dividir de acuerdo a factor predisponente; d
tiempo de evolucidn; a la profundidad; etc., en esta tesis se utilizard una clasificacion

topogréfica >®.

CUADRO 1.- ESPECIES DE Candida PATOGENAS PARA EL

HUMANO.

ESPECIES COMUNMENTE INMPLICADAS EN INFECCIONES HUMANAS.

C.albicans |C.glabrata |C. guilliermondii
C. papsilosis | C. tropicalis | C.krusei
C. famata C. lusitaniae |C. kefyr

ESPECIES POCO COMUNES IMPLICADAS EN INFECCIONES HUMANAS.

C. zeylanoides |C. catenulate |C. chiropterorum |C. ciferrii
C.haemulonii | C.humicola |C. pulcherrima |C. lambica
C.incospicua |C. pelliculosa |C. norvegensis | C. pintolopesii
C. dubliniensis | C. rugosa C lipolytica C. utilis




Variedades clinicas

Es importante, reconocer que la gravedad de las infecciones es variable, este hecho
ha sido demostrado a lo largo de la historia desde la primera descripcion clinica de
candidosis que se atribuye a Hipdcrates. Hoy nadie duda que la candidosis sea una
infeccion oportunista cuya evolucién depende principamente de los factores
predisponentes que presente el hospedero y la interaccién con los agentes y e ambiente.
Cuadro 2. Estos no siempre estdn asociados a inmunosupresion grave. Por gemplo, la
candidosis bucal presente en un recién nacido sano, es una patologia en la que € factor
predisponente es |a presencia de restos de leche en la boca, muchas horas de suefio durante
las cuales la salivacion disminuye y en consecuencia hay desarrollo excesivo de las
levaduras habitualmente presentes en la boca, estos lactantes “sanos’ responden fécilmente
al tratamiento y en muy pocas ocasiones hay recidivas. La misma candidosis de
localizacién bucal en un paciente con leucemia, es una patologia grave, que puede ser
crénica y ser marcador de agravamiento de la enfermedad, estos pacientes habitual mente,
no responden a tratamiento y fécilmente, la infeccion puede diseminarse a otros érganos e
incluso causar la muerte del enfermo. Esta obra no tiene la intencién de hacer una revision
clinica profunda de la candidosis, pero la aseveracién anterior es vélida para cualquier tipo
y localizacion de la candidosis #21924%,

Las especies de Candida es uno de los cuatro agentes causales més comunes de
infecciones nosocomiaes y han sido asociadas cominmente con mortalidad significativa.
En la unidad de cuidados intensivos este género, es considerado como e segundo agente
causal de infeccion fangica en todos los pacientes adultos y neonatos y € primer agente
causad de invasion fungica en pacientes inmunocomprometidos con tumores

hematopoyéticos y trasplantados ©213224,



CUADRO 2. CLASIFICACION CLINICA DE LA CANDIDOSIS

Mucocutanea

Bucal
Genital
Urinaria
Ocular

Granulomatosa cronica
Profunda (mono-organica)

Sistémica

La prevalencia de Candida en los humanos como comensal varia
considerablemente de acuerdo a la poblacion estudiada, asi, la prevalencia de Candida
colonizando la cavidad oral es alrededor del 6% en personas sanas y aproximadamente 47%
en pacientes hospitalizados. Este porcentaje aumenta en pacientes con disminucion de
linfocitos CD4, VIH positivos, diabéticos, en personas que reciben quimioterapia
antineoplésica, y este es mayor en quienes presentan factores locales predisponentes como

son tabaguismo o prétesis dental 3292,

Epidemiologia: frecuenciay factores predisponentes.
La incidencia real de candidosis sistémica se desconoce porque no es una
enfermedad de notificacion obligatoria. Aunque en algunos paises existen estadisticas

anuales de las muertes causadas por esta entidad, por gemplo en Francia y en Estados



Unidos de América (EUA) en & periodo desde 1990 hasta 2005, |as muertes por esta causa
aumentaron al doble y el triple respectivamente *3#”. En México, la casuistica publicada,
generalmente solo incluyen uno o varios hospitales, alin asi dan unaidea de lafrecuenciade
esta patologia *2.

Entre las infecciones consideradas como indicadores de enfermedad por VIH se
destaca la candidosis ddl  es6fago, traqueay bronquios, que se presentan entre el 80 y 95%
de estos pacientes, sin embargo, antes de la aparicion del SIDA Candida spp. producia
infecciones orofaringeas solamente en el 1% de pacientes inmunocomprometidos *"*2,

Cuando Candida ingresa a organismo a través de un catéter intravenoso se va a
manifestar como candidemia . Laincidencia de sepsis asociada a catéter variade 15 aun
30 % los cocos Gram positivos y las levaduras son |os principales agentes etiol 6gicos, en
particular Candida spp. poseen una gran capacidad de adherencia a pléstico (calderdn,
1993; benaryeh et a., 1995). En la incidencia de micosis los trasplantes hepéticos esta

entre 30 y 40 % durante los 30 dias posteriores al trasplante °**

y C. albicans es la causante
del 70 % de estas infecciones profundas con implicacion peritoneal, de las cuaes se
informa una mortalidad igual o superior al 60 %. Las levaduras del género Candida son la
causa del 85 % de |as peritonitis flngicas en |os pacientes con didlisis peritoneal. *

Los factores que predisponen a hospedero para padecer de una candidosis puede ser
ex6genos o endogenos, locales o generalizados y temporales o permanente, por lo que es

muy dificil mencionarlos todos, a continuacion se presenta unalista breve de los factores de

riesgo més frecuentes. Cuadro 3



CUADRO 3. FACTORES PREDISPONENTES PARA CANDIDOSIS

ENDOGENOS

EXOGENOS

Prematurez, desnutricion

Mal os habitos higiénicos de |os encargados
del cuidado de los lactantes, se relaciona
con dermatitis del areadel pafia o
candidosi s cutaneas extensas

Embarazo, cambios de pH, alteraciones
hormonales

Mala higiene bucal

Enfermedades metabdlicas como: diabetes

Toxicomanias como e tabagquismo

Enfermedades autoinmunes por g emplo
lupus eritematoso, artritis reumatoide

Cirugias de diversos 6rganos que
condicionan solucion de continuidad y
debilidad generdl

Padeci mientos oncol 6gicos: leucemiasy
tumores malignos de 6rganos solidos

Tratamientos con antibacterianos de amplio
espectro por tiempo prolongado, o uso de
anti-inflamatorios esteroides de alta
potencia

Deficiencias enziméticas (déficit de
mieloperoxidasa, etc)

Infecciones debilitantes como & SIDA

Fallas inmunol 6gicas inespecificas
(candidosis granulomatosa crénica)

Procedimientos invasivos como: catéteresy
sondas vesicales, venoclisis, etc.

Diagnostico de laboratorio

Si bien, en los inicios de la Micologia Médica, la identificacion precisa de las

especies de Candida aisladas de |os pacientes era un dato que le interesaba principalmente

al persona de laboratorio, en la actualidad es importante para todo € personal medico,

epidemiologia e incluso los administradores, ya que en base a los diferentes agentes, se

deben tomar decisiones importantes parala salud o la compra de insumos para deteccion o

tratamiento. Entre los factores que muestran la importancia de la identificacion precisa

tenemos:

1. Existen especiesintrinsecamente resistentes a los antifungicos

2. Algunas especies como C. albicans con capacidad de formar filamentos son mas

resistentes alos mecanismos de defensa del cuerpo humano.




3. Permite determinar infecciones nosocomiaes y el foco de infeccion en los brotes
epidémicos.

4. Ayuda a establecer mapas epidemiol 6gicos locales, regionaes e incluso mundiales

La identificacion de las levaduras se puede llevar a cabo atendiendo a cuatro criterios
diferentes:
1.- Morfoldgicos.
2.- Bioquimicos.
3.- Inmunoldgicos.

4.- Genéticos.

Criterios morfoldgicos.- Los criterios morfol 6gicos a su vez se dividen en:
a) Macroscopicos
b) Microscopicos.

Morfologia macroscopica: En este rubro, se valora € aspecto colonial de las levaduras al

crecer en los diferentes medios de cultivo. La mayoria de especies crecen fécilmente en
todos los medios micol égicos, los medios de ADS y ADS adicionado con antibiéticos son
empleados para el aislamiento primario: sin embargo, estas levaduras se desarrollan bien en
gran numero de medios como: agar sangre, agar chocolate, agar C.L.E.D, etc.

En & medio ADS las colonias de levaduras suelen ser completas, ligeramente,
convexas 0 planas, de consistencia suave, aungue a paso de los dias pueden ser pastosas,
de superficie lisa 0 rugosa. Por lo general, no desarrollan micdio aéreo, aunque en

ocasiones pueden aparecer prolongaciones aracneiformes en la periferiade las colonias.



Morfologia microscopica: Ciertas caracteristicas microscépicas son muy Utiles para la

identificacion de algunas especies de levaduras. Las mas utilizadas en la préctica son las

siguientes:

1) Pruebadel tubo germinativo.

El tubo germinativo es una extension filamentosa de la levadura, sin estrechamiento
en su origen, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su longitud tres o
cuatro veces mayor que la célula madre Sélo C. albicans y C. dubliniensis son capaces de
producir verdaderos tubos germinativos;, sin embargo, otras especies como C. tropicalis
pueden producir pseudohifas precoces de aspecto similar a los tubos germinativos pero con
una zona de constriccion caracteristica. %34

2) Formacién de hifas, blastoconidios, clamidoconidios y artroconidios

La formacion de hifas, blastoconidios, clamidoconidios o artroconidios por parte de
las levaduras constituye una caracteristica morfolégica de gran importancia para la
identificacion de algunas especies de levaduras.

Ante la presencia de estructuras con aspecto de hifas, lo primero que hay que
determinar es s se trata de pseudohifas (resultantes del proceso de formacién de
blastoconidios y, por tanto, con puntos regulares de estrechamiento) o, por € contrario, son
verdaderas hifas que se fragmentan en artroconidios.

Las clamidoconidios son formas de resistencia, redondas u ovales, de 6-12 um de
diametro y pared gruesa, laterales, terminales o en racimo. Su produccion es caracteristica
y diagnostica de C. albicansy C. dubliniensis.®> También puede hacerse una identificacion
presuntiva de estas especies s se observa la formacion de grupos compactos de

blastoconidios, aintervalos regulares, alo largo de |a pseudohifa *%**



3) Tinciones.

El estudio microscopico de los organismos levaduriformes o microorganismos
relacionados (género Prototheca) se puede llevar a cabo mediante tinciones, ya sea una
tincion simple o unatincién compuesta como lade Gram en la que, estas levaduras se tifien
como Gram positivas. Mediante estas tinciones también se puede observar la formacién de
blastoconidios, artroconidios, hifas, pseudohifas.

Tincion con azul algoddn de lactofenol

Se redlizan las preparaciones a partir de cultivos. El fenol destruye la flora
acompafnante y organismos; € écido lactico conserva las estructuras fungicas y € azul

algoddn tifie la quitina de las paredes fungicas.

Criterios biogquimicos y fisiologicos

Enziméti cos o bioguimicos:

» Medios cromogénicos.- Estos medios estan disefiados para € aislamiento e
identificacion presuntiva de algunas especies del género Candida después de
su incubacién a 30-37 °C, durante 24 a 48 h.*°*! El fundamento de los
mismos se basa en la deteccion de determinadas actividades enziméticas por
parte de las levaduras mediante la hidrélisis especifica de un sustrato
cromogénico en presencia de un indicador de la enzima. Una de las
principales ventgjas de estos medios es permitir diferenciar fécilmente los
cultivos mixtos.

Estos medios pueden ser utilizados como medios de aislamientos primarios o con
fines de identificacion, después del aislamiento de los organismos levaduriformes en los

medios convencional es.



» Auxanograma (ldentificacién basada en la asimilacion de nutrientes).-Se
fundamenta en la aplicacién por separado de sustratos con un solo azUcar, 0
compuestos protéicos, sobre un medio sintético base para apreciar €l
crecimiento selectivo de unalevadura en la cercaniadel nutriente aplicado.

» Activacion de coagulacion.- El (1-3) 3-D-glucano es un componente de la
pared celular de la mayoria de los hongos, exceptuando C. neoformans y
hongos zigomicetos. El compuesto mencionado, es capaz de activar lavia de
la coagulacion de los amebocitos de Limulus activando el factor G, y
generando componentes coloreados usando reactivos diazo. En la mayoria
de laboratorios, la capacidad de coagulacion, no es empleada como criterio
taxondmico, sin embargo, existen dos equipos comerciaes. FungitecC®
(FungitecG, Japdn) y GlucatelI® (Associates of Cape Cod Ind. USA), que
hacen uso de esta propiedad. Estos sistemas tienen una sensibilidad del 90%
y especificidad del 100%. Los falsos positivos se presentan en las siguientes
situaciones. hemodidlisis con membranas de celulosa o abiming
tratamiento con inmunoglobulinas, antitumorales o sulfamidas.

» Asimilacion de xilosa 'y metil-a-D-glucosido son los dos carbohidratos para
diferenciar entre C.albicans y C. dubliniensis®* Sin embargo, de acuerdo
con diversos autores usando solo estos métodos no es suficiente para
confirmarla identificacion de C. dubliniensis y es importante redizar las
pruebas fenotipicas. Otros métodos recientemente descritos por Vaenza y
cols. Evallan la utilidad de Vitek2® 2 Yeats identificacion card para la

identificacion de C. dubliniensis.®**%



Fisiologicos.

e Termotolerancia.- Candida albicans es |a Unica especie del género Candida,
gue tiene la capacidad de desarrollarse a 45 °C, € resto de especies de este
género no se desarrollan a esa temperatura.®®

e Desarrollo en medios hiperosmolares.- Candida albicans, es la especie que

toleralas concentraciones mas elevadas de NaCL y H,0,

3. Criterios inmunologicos. Los diferentes antigenos que producen las levaduras del
género Candida, pueden ser detectados por medio de anticuerpos tanto in vivo como in
vitro. Por estas técnicas sabemos por g emplo gque en C. albicans existen €l serotipo A y €
serotipo B.

4. Criterios moleculares (DNA, RNA). Aunque las técnicas moleculares, han demostrado
su utilidad en diversos estudios de investigacion, aln no se emplean de manera habitual en
los laboratorios de micologia. Entre las técnicas disponibles se cuenta con: PCR en sus

diferentes modalidades .**°

Sensibilidad antifungica

La historia del tratamiento de las micosis, se remontaa siglo XIX cuando se utilizd
por primera vez € ioduro de potasio, medicamento que més que un antimicotico, es un
inmunomodulador. En la década de los 50 del siglo pasado, se sintetizé la anfotericina B
antimicético fungicida del grupo de los polienos, que se une a los esteroles de la membrana
fungica y atera su permeabilidad. Dos décadas més tarde, se comerciaizan los primeros
compuestos azdlicos, éstos que inhiben la sintesis de ergosterol. Como es habitual, en los

primeros afios de comerciaizacion de un nuevo medicamento, la respuesta terapéutica era



muy efectiva, sin embargo, a partir de 1980 se publican numerosos casos de falla
terapéutica, esto motivo que se desarrollaran nuevas lineas de investigacién para conocer la
causa de estos fracasos.>*"*

Entre las principales causas de falla terapéutica | os investigadores encuentran que en
muchos casos hay resistencia a los antifungicos por cambios adaptativos que presentan los
hongos.”*° Esta resistencia puede dividirse en dos categorias: clinica'y microbiolgicaa su
vez, estas se subdividen en primaria o secundaria. La resistencia clinica se presenta por €l
fracaso del tratamiento antifungico y no necesariamente se asocia con una disminucién en
la sensibilidad in vitro. La resistencia in vitro primaria (intrinseca o innata), es la que
presenta el microorganismo de forma natural (sin exposicion previa), es decir la prueba de
sensibilidad de un determinado hongo a los antifungicos v.g. C. glabrata es resistente
intrinsecamente a fluconazol (Quindos). La resistencia in vitro secundaria (adquirida),
aparece cuando un microorganismo que inicialmente es sensible, a exponerlo a diferentes
drogas antifungicas adquiere resistencia, por gemplo la resistencia que desarrolla C.
dubliniensis a fluconazol 2#%

La deteccion frecuente de casos de resistencia antifingica ha obligado a desarrollar
y normalizar pruebas de sensibilidad antifugica. Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI)”, publico € documento M27-A donde se establecen las pautas para redizar los
estudios de sensibilidad antifungica por medio de macro y microdilucion de hongos
levaduriformes, dichas normas hasta el momento estan vigentes, y se han ido modificando
el documento utilizado hoy diaesel M27-A3.%

En la actualidad disponemos de diferentes métodos para valorar la sensibilidad de
los antifungicos. Las casas comerciales hacen uso de los resultados y lineamientos dictados

por el CLSI y desarrollan métodos comerciaes faciles de reaizar para aplicacion en gran



nimero de pacientes en menor tiempo, entre los més utilizados tenemos. Neosensitab®,
Sensititre®, Fungitest®, E- test®, Vitek2®.320233741

En relacién a Vitek2®, los antimicoticos que evallia son: fluconazol, voriconazol,
5-fluocitocina y anfotericina B. Latarjeta de Vitek2® 2 AST- Y SO1 aprobada por la FDA
con CMI como se menciona a continuacion 1 a 64 ug /ml para € fluconazol y 5

fluocitocina, 0,125 a 8 pg/ml parael voriconazol.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente en todos los paises la frecuencia de micosis oportunistas se ha
incrementado. Entre estas micosis, la mas frecuente es la candidosis, desde las superficiales
gue curan con tratamiento tépico y medidas generales de higiene;, hasta las invasiones
sistémicas, muchas veces mortal es que se presentan en pacientes inmunosuprimidos.

En e CMN SXXI, la clasificacion taxonémica de los cultivos es inexacta ya que,
los equipos automatizados que se emplean, son incapaces de clasificar algunas especies,
entre ellas, C. dubliniensis, agente que en diversos estudio, ha mostrado resistencia hacia
los antifuingicos.

En trabgos previos, se ha demostrado que aisados de Candida de pacientes del
CMN SXXI presentan resistencia antifingica hasta en 27.5%, se desconoce s €
incremento de fallas terapéuticas observadas en pacientes de estos hospitales se debe a que
sean causadas por C dubliniensis, por lo tanto, es importante conocer la frecuencia y

sensibilidad de esta especie en |os aislados de nuestros paci entes.



OBJETIVOS:

1) Conocer la frecuencia de aislamiento de C. albicans y C. dubliniensis en los
pacientes hospitalizados de las UMAEs de Hospital de Cardiologia, Hospital de Oncologia
y Hospital Especialidades pertenecientesal CMN SXXI

2) Determinar €l perfil de sensibilidad antifingica en los aislados de C. dubliniensis



DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

TIPO DE ESTUDIO: Transversal.

Criterios de inclusion:

Aidlamientos fungicos de pacientes dd CMN S XXI, identificados como C.
albicans por auxanogramay zimograma

Criterios de exclusion:

Todos los aislamientos no identificados como Candida albicans por auxanograma
y zimograma.

Limitantes del estudio:

No se incluyeron todas las cepas, por problemas técnicos en la recoleccion.

RECURSOS FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD.
Humanos

- Un micdlogo médico

- Unaresidente 3° afio de la especialidad de Patologia Clinica

Una investigadora titular del Laboratorio de Micologia Médica de la Facultad de
Medicina UNAM.

Un quimico adscrito al Laboratorio Central del Hospital de Especialidades
Instal aciones

Laboratorio de Investigacion Médica en Dermatologia y Micologia, UMAE
Hospital de Especialidades

Laboratorio de Micologia Médica, Departamento de Microbiologia y Parasitologia,

Facultad de Medicina, UNAM



Financiamiento

No se recibid ninglin apoyo. Los materiales y equipos empleados, pertenecen a los
laboratorios mencionados
Material es empleados

Medios de cultivo: agar dextrosa Sabouraud simple, agar dextrosa Sabouraud
adicionado con antibiético, agar harina de maiz, agar caseina, agar tabaco, agar Staib,

CHROMAgar®, agar papa dextrosa.

Reactivos
Tarjetas para identificar especies de Candida (ID, YST VITEK2®), tarjetas
sensibilidad antifungica (AST YST VITEK2®),

Equipos: incubadora, microscopio, equipo Vitek2®.

ASPECTOS ETICOS.

En base a articulo 17 de la ley General de Salud, se considera investigacion sin
riesgo, por lo que no aplica & consentimiento informado establecido en la Comision de
Etica, y en el articulo 23 de laley General de Salud.

En lo que se refiere a las instalaciones, € Laboratorio de Micologia cumple con los
requisitos de Bioseguridad de Laboratorio Clinicosy laLey General de Salud, establecidos

en el Titulo Cuarto, Capitulo I, Articulo 75y 98.



MATERIAL Y METODOS
a) Material

De los centros de estudio, a partir de diversos especimenes, se incluyeron 100
aislados tipificados como C. albicans, recol ectadas del 4 de octubre de 2009 a 28 de febrero
de 2010 e numero de muestras de cada centro se muestra en la Gréfica 1. Todos los

aislados identificados cono C. albicans provenian de personas mayores de 18 afios.

Graficol.
Grafica 1. Numero de aislados de acuerdo ala UMAE de procedencia
TOTALDE MUESTRAS
®H.ONCOLOGIA M H.ESPECIALIDADES  m H.CARDIOLOGIA
b) Métodos.

Se han desarrollado varios métodos basados en las caracteristicas fenotipicas para
identificar a las especie de C. albicans y C. dubliniensis. Entre ellas podemos citar la

variacion de color en medios con sustratos cromogeénicos (CHROMagar Candida, Candida



ID2), la capacidad de termotolerancia, los patrones de asimilacion de carbohidratos, el
color, el aspecto de las colonias y la produccion de clamidoconidios en diferentes sustratos,
la produccién de un halo de opacidad en medios con Tween 80.

Por la experiencia que se tiene en trabajos previos sobre la identificacion fenotipica
de C. dubliniensis realizados en e laboratorio de micologia médica de la facultad de
medicina en este estudio, |as pruebas utilizadas fueron las que se muestran en la Figura 2.y
se interpretaron de acuerdo alos criterios de Cuadro 4

Figura 2. Flujograma paralareclasificacion de los aislados.

1.-Tubo
germinativo )

h
‘ 7. Termotolerancia [
.fll

PRUEBAS
MORFOLOGICAS

f» 6.- Agar caseina ) (3.—AgarHarina )

de maiz
(E.—Agar Staib ) ﬂ.—AgarTabacu

Medio de agar harina de maiz. Por la técnica de Dalmau, la cual consiste en

inocular € aislado de Candida trazando dos lineas verticales sobre €l agar a 1 cm de
separacion y colocar un cubreobjetos estéril e incubar a 28 a 30 ° C durante 72 horas, la

lectura se realizo directamente colocando la caja de Petri @ microscopio sin retirar el



cubreobjetos con el objetivo de 10X y 40X, se observa la produccion de clamidoconidios

Figura3.

Figura 3. Inoculacion en agar harina de maiz técnica de Dalmau.

Medio de agar tabaco. Se realizala siembra por puntilleo sobre el agar y se incub6

a 30°C durante 72 horas. se analiz6 la morfologia macroscopica de las colonias: la
presencia de halo (regular o festoneado), el color (blanco o dorado) y el aspecto (liso 0
rugoso). Figura 4. La morfologia microscopica se realizo con azul de algodon para observar

la produccién de clamidoconidios™.



Figura4. Aspecto tipico de un medio de agar tabaco inoculado con latécnica
puntilleo

Medio de Staib. Con un palillo estéril se tomo una colonia de 24 horas de

crecimiento en ADS a 30°C, se sembr6 sobre la superficie del agar Staib por la técnica de
puntilleo se incubo a 30°C durante 48 horas. Figura 5. Posteriormente se estudio la
morfologia macroscépica de la colonia, tomando en cuenta los siguientes parametros
aspecto y formacién de una zona filamentosa alrededor de la colonia, microscépicamente la

formacién de clamidoconidios. %33



Figura 5.Aspecto en agar Staib inoculada mediante |a técnica de puntilleo.

Medio de caseina. Al igua que en los medios antes mencionados se rediza la

inoculacion en la caja de Petri por puntilleo para observar la formacion de un halo
filamentoso € cual puede ser periférico abundante, periférico escaso, solo lateral Figura 6

Posteriormente se realiza un examen directo de esta zona y observa en e microscopio a

40x, |as clamidioconidios. 3+



Figura6. Agar caseinainoculado con 4 cepas de Candida spp.

Termotolerancia. De cada aislado, con una asa bacteriol 6gica se tomo una porcién

de las colonias aestudiar crecidas en SS a30°C y se suspendieron en un tubo con solucion
salina estéril al 0.85%, hasta tener una concentracion de 10° UFC/ ml de la suspension se
tomo 1 pl, se coloco en la cgja de Petri en medio de agar papa dextrosa, se extendié sobre
la superficie por la técnica de estria cerrada. Los medios de cultivo ya inoculados se
incubaron a 45°C durante 48 horas, positivo: C. albicans muestra un desarrollo dptimo,

mientras que, C. dubliniensis tiene un desarrollo escaso o nulo. #4933



Cuadro 4. Interpretacion de pruebas fenotipicas

PRUEBA C. albicans C. dubliniensis
Tubo germinativo S Si
AHM (Clamidoconidios) Si, terminales Si en racimo o dobles
Agar tabaco (color, Blanca ,lisa, no produce Dorada, rugosa, s
aspecto, Halo, clamidoconidios, halo produce clamidoconidios
clamidoconidios) periférico en racimos.
Agar Staib Si, Unicos o escasos dobles Si, en racimos
(clamidoconidios)
Agar caseina Si, Unicos o escasos dobles | Si abundantes en racimos
(clamidoconidios)

o .
Termotolerancia 45 c en S No
APD

2). Estudios de sensibilidad antiflngica.

El estudio de sensibilidad se realiz6 de acuerdo a sistema automatizado Vitek2®,
en el cua se introduce un inoculo de 24 hrs de desarrollo , se preparé una suspension
estandarizada para introducirla en € equipo con las tarjetas de identificacion y sensibilidad,
la tarjeta de sensibilidad contiene 64 pocillos, en los cuales estan los antifingicos a
diferentes concentraciones , las tarjetas se incuban en un compartimento cerrado con
temperatura controlada, se realizan las lecturas Opticas cada 15 minutos para medir la
cantidad de luz transmitida a través de cada pocillo.( Figuras 3,4,5)

El andlisis agoritmico de la cinética de desarrollo en cada cubeta se realiza por €

programa del sistema para calcular los datos de CMI se convalidan con e programa



Advanced Expert System, se les asigna una categoria de interpretacion y se informan los

8,20,23,37,41

patrones de resistencia a antifungicos de el microorganismo.
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Figura8. Tarjetas de sensibilidad AST —-Y SO01



Figura9. Equipo Vitek2®



RESULTADOS.

De los 100 aislados estudiados solo 4 cumplieron con los parametros morfol 6gicos
establecidos para la identificacion de C. dubliniensis, 3 pacientes fueron del hospital de
Especiaidades y 1 de & Hospital de Oncologia.

Para la interpretacion de los resultados se redlizaron exdmenes directos de las
diferentes pruebas antes mencionados para la observacién a microscopio con las tinciones
ya citadas, segiin €l predominio de clamidoconiosy e medio de cultivo , se reportd en una
hoja Excel de la siguiente manera utilizando los siguientes parametros. (-) es ausente, (-/+)
escaso , (+) minimo, (++) regular y (+++ y ++++) abundante.. Para considerar que se
trataba de C. dubliniensis o C. albicans se tomaba en cuenta que presentara positiva a las
pruebas de acuerdo alos criterios fenotipicos ver cuadro 5. Todas las pruebas se realizaron
por duplicado en las que se observo reproducibilidad de resultado Cuadro 6. A continuacién
se muestra un gemplo del reporte de resultados. Asi como la imagen tubo germinativo

positivo Figura 10.



Cuadro 5- Reporte de resultados hasta la identificacién fenotipica de C. dubliniensis.

NO. U CLAMIDOCONIDIAS CROM agar® CLAMIDOCONIDIAS
G ASPECTO OP FILAMENTO
UNICAS | DOBLES | RACIMO UNICAS | DOBLES | RACIMO
VERDE

1 + _ B Tt OSCURO LISA - - ++++ SI | FILAMENTO EN PARCHES

2 + + - - VERDE CLARO LISA ++ - - Sl PERIFERICO LARGO

3 + _ + _ VERDE CLARO LISA ++ ++ - S PERIFERICO LARGO

AGAR STAIB AGAR CASEINA
CLAMIDOCONIDIAS CLAMIDOCONIDIAS
ASPECTO ASPECTO CRECIMIENTO
UNICAS | DOBLES | RACIMO UNICAS | DOBLES | RACIMO
LISA - - +++ Sl LISA - - ++++ S C. dubliniensis
LISA Sl - Sl LISA aFF - Sl ++++ C. albicans
LISA ++ - Sl LISA ++ + S ++++ C. albicans
l -
J"--L.-
i
I
{
' L
P-. -
-

Figura 10. Tubo germinativo positivo.

Observacién microscopica de AHM en 400x.



Figura11. Clamidoconidios unicos terminales, caracteristicosde C. albicans.

Figura12. Clamidoconidios doblesy abundantes caracteristicos de C. dubliniensis

crecidaen medio de AHM.



Para la interpretacién en agar tabaco, ademés de la produccién de clamidoconidios
se considero el aspecto colonia, € halo de opacidad y las caracteristicas del mismo,
siguiendo € reporte grafico segin lo observado a microscopio como se menciond

anteriormente. En las Figura 13y 14 se presentan imégenes macroscopicas de agar tabaco.

Figural3. Halo completo y superficie lisa de una colonia de Candida sp.

Figural4. En estaimagen, destaca el aspecto rugoso y €l halo visible en todala
coloniade C. dubliniensis. Los clamidoconidios se encuentran en la periferia de las
colonias.



Figura15a—c. Acercamiento de las colonias en agar caseina, con los diferentes
tipos de halo.

En cuanto a examen microscopico de los clamidoconidios, es el mismo para
los medios de agar tabaco, agar Staib y agar caseina por |o que a continuacién se
muestra los diferentes tipos de clamidoconidios, que se pueden encontrar. Figura 16.

Figura 16. Clamidoconidios Unicos caracteristicos de C. albicans.



Figural?. Clamidoconidio dobles encontrados en C. dubliniensis.

Figura 18. Clamidoconidios en racimo presentes en C. dubliniensis crecida en agar tabaco,

caseinay Staib.



Figura 19. Termotoleranciaen APD. En laimagen superior izquierda se observa
crecimiento abundante que corresponderiaa C. albicans, mientras que la superior derecha

tiene crecimiento escaso y lainferior nulo que corresponden a C. dubliniensis

De acuerdo a los criterios utilizados € resultado de las cepas identificadas como C.

dubliniensis se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Resultados de frecuenciade C. dubliniensis.



En cuanto a la sensibilidad antifungica no se realizé grafico debido a que no es
ilustrativo, ya que de acuerdo a equipo empleado, todos los aislados tuvieron una

sensibilidad de 100%.



DISCUSION

Desde las primeras descripciones de frecuencia de C. dubliniensis, la mayoria de
publicaciones menciona una frecuencia inferior a 10%, en este estudio, a frecuencia
encontrada fue de 4%, porcentgje similar a lo reportado en otros paises , argentina,
Venezuela, E.U Espafia. En otros estudios realizados en pacientes con infeccion por VIH,
se ha reportado el 6% de frecuencia argentina y E.U %3, En México, € reporte de
Manzano-Gayosso Yy cols, de aislados levaduriformes de orina de pacientes diabéticos, se
encontré una frecuencia de 8.7%.% Por otro lado en un estudio de onicomicosis causada por
C. dubliniensis se encontr6 € 1.2%. En México no existen reporte de estudios realizados en
aislados de pacientes con VIH y C. dubliniensis %.

La importancia de identificar a Candida dubliniensis, radica no solo en conocer la
distribucion geografica de los agentes, sino que también permitird establecer e perfil de
sensibilidad de esta especie en poblacion mexicana ya que en varios estudios publicados en
paises tan diversos como Uruguay, Espafia, Argentina, EUA, se ha demostrado que ésta
especie capaz de desarrollar resistencia in vitro al fluconazol de manera rapida >"'31%%4
mientras que en trabagos readlizados a partir de aislados de pacientes mexicanos han
mostrado ser sensibles con el método E- Test. Y microdilucion en placa*®*

Entre las causas de resistencia antifungica tenemos. 1) €@ uso de drogas
antimicoticas por largo tiempo, bien sea con fines terapéuticos o en forma profiléactica; 2) e
tratamiento empirico con antimicdéticos de lesiones cutaneas en piel u otros érganos que no
tienen una etiologia fangica; 3) la variabilidad genética que presentan algunas levaduras,
por g emplo C. glabrata, es intrinsecamente resistente a fluconazol. Ademés de incrementar

la resistencia, € uso inadecuado de antifungicos, expone al paciente a todos los efectos

indeseables de |as drogas empleadas e incrementa los costos de atencién. ™



Actuamente, la eleccion de antifangicos, se redliza en base a la identificacion del
género y especie de Candida, a pesar de que desde hace méas de una década existen pruebas
de sensibilidad antifingica, en la mayoria de hospitales de México, incluyendo a CMN
estos estudios no se realizan, dedo € volumen de pacientes atendidos y la gravedad de
muchos casos de candidosis.

El CLSI sigue considerando la microdilucion en placa como €  méodo
estandarizado de referencia para la sensibilidad antifungica. Sin embargo, este método es
complejo y laborioso para utilizarlo como un método de rutina.*

En nuestro estudio son concordantes los resultados de sensibilidad de C.
dubliniensis, con los estudios previos realizados en poblacion mexicana con diferentes
métodos™®. Sin embargo, no existe concordancia de otros estudios de sensibilidad de
aislados de Candida spp. redizados con el método de microdilucion en placa. Aunque la
CLSI, ha dado su aval de confiabilidad para sistemas Vitek2®, E-test® y Fungitest®
820233741 |as razones para esta falta de concordancia podrian ser: 1) que los equipos
utilizados no estan calibrados adecuadamente; 2) que los reactivos no tengan conservacion
adecuada; 3) manejo inadecuado del equipo por e persona encargado. Sera importante,
comparar estos resultados de estos aislados con lo que se obtenga por € método de

microdilucion en placa.



CONCLUSIONES
* El porcentge de C. dubliniensis es similar a lo reportado en otros paises, que
comparte caracteristicas econdmicas y socioculturales con México.
» Las pruebas fisioldgicas siguen siendo la alternativa valida para los |aboratorios que
no cuentan con metodol ogias molecul ares para diagnostico micol 6gico
» Las falas terapéuticas observadas en pacientes con candidosis del CMN S XXI, no

se deben alaexistencia de un porcentge elevado de C. dubliniensis (4% del total).



APENDICE.

NOTA: ESTE FORMATO NO APLICA PARA EL SIGUIENTE
PROYECTO DE INVESTIGACION, YA QUE NO INTERVIENE EN LA
INTEGRIDAD NI VARIANTES FISIOLOGICAS DE LOS PACIENTES A
ESTUDIAR.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION CLINICA

Lugar y fecha:-

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:

Registrado ante el Comité Local de Investigacion o la CNIC con el nimero:

El objeto del estudio es :

Se me ha explicado que mi participacion consistira en:
Declaro que se me han informado ampliamente sobre los posibles riesgos: -

NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR

TESTIGOS




ANEXO 1 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES

OCTUBRE

NOVIEMBR

E

DICIEMBRE

ENERO

FEBRERO

MARZO

ABRIL

MAYO

JUNIO

JULIO

AGOSTO

OBTENCION DE MUESTRAS
IDENTIFICADAS COMO C. albicans

Tipificacion de C. albicansy C.
dubliniensis

Estudios de sensibilidad

Andlisis de resultados

Pruebas estadisticas

Redaccién detesisy preparacion de
borrador

Publicacion de tesis
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