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1.-RESUMEN. 

 

Antecedentes.  

En los últimos años se ha descubierto una especie del género Candida, Candida 

dubliniensis esta especie se descubrió inicialmente en pacientes 

inmunosuprimidos y  comparte características fenotípicas con Candida albicans 

debido a su cercanía genética. Sin embargo también tienen diferencias, se ha 

demostrado que algunas cepas de C. dubliniensis presentan resistencia a la 5 

fluorocitosina y algunas otras cepas se han encontrado en pacientes sin 

problemas de inmunosupresión provocando fungemias. Estos factores hacen que 

la diferenciación entre estas dos especies adquiera importancia dentro de los 

laboratorios clínicos. 

 

Objetivos.  

Identificar y diferenciar  cepas de Candida albicans y Candida dubliniensis por 

medio de pruebas que dejen en evidencia características fenotípicas de cada 

especie, en aislamientos obtenidos en pacientes pediátricos del Instituto Nacional 

de Pediatría. 

 
Metodología.  
 
Se incluyeron un total de 90 cepas  para realizar este estudio. Estas  provenían  

de diversos aislamientos de material biológico entre los que se encontraban: 

aspirados nasofaríngeos, orina, secreciones bronquiales, aspirado bronquial, 

sangre, cavidad bucal, escamas de piel y absceso hepático entre otras. Además 

de  dos cepas ATCC (American Type Culture Collection) de Candida albicans 

(66027 y 90028) y una de Candida dubliniensis (MYA 646). Todas fueron 

recuperadas mediante subcultivos de veinticuatro horas en agar  dextrosa 

Sabouraud previo a la realización de los ensayos. Las pruebas realizadas fueron, 

la prueba de termotolerancia a 45º C, observar la morfología colonial y la 

formación de clamidoconidios en agar Staib y en agar de Pal. 

Resultados.  
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Para las pruebas en agar Staib y agar de Pal las características coloniales asi 

como las microscópicas en la cepa ATCC de Candida dubliniensis 

correspondieron con lo reportado  presentándose formación de pseudohifas 

alrededor de las colonias y formación de clamidoconidios que se observaron 

microscópicamente. Mientras que las cepas ATCC de Candida albicans no 

presentaban halo de pseudohifas, microscópicamente se observaron abundantes 

blastoconidios y formación de pseudohifas con ausencia de clamidoconidios 

donde el cubreobjetos se colocó 48 horas previas. En la prueba de crecimiento a 

45° C la cepa de Candida dubliniensis no presentó crecimiento mientras que las 

cepas de Candida albicans fueron capaces de desarrollarse a dicha temperatura. 

 

De los 90 aislados de pacientes que fueron probados 5 cepas no presentaron 

crecimiento a 45° C y solo tres de los aislamientos presentaron halo de 

pseudofilamentos en agar Staib y de Pal, sin embargo, no presentaron 

clamidoconidios. Al realizar la identificación de estas cepas por medio del sistema 

API ID32 se determinó que estas 3 cepas en realidad eran Candida albicans. 

 
 
Conclusiones.  

 

Las pruebas que se seleccionaron para la identificación entre las dos especies 

diferenciaron adecuadamente a las mismas las colonias presentaron las 

características propias reportadas.  

Ninguno de los aislados de pacientes  se identificó como Candida dubliniensis, es 

importante correlacionar las pruebas realizadas para identificar adecuadamente a 

esta especie ya que al tratarse de pruebas fenotípicas pueden presentarse 

variaciones debido a las condiciones de la prueba (como lo observado al colocar el 

cubreobjetos antes y después de la incubación), a las condiciones de estrés de la 

levadura (tratamiento previo con agentes antifúngicos) y también se ha reportado 

que la resiembra frecuente de estas cepas puede alterar algunas de estas 

características. 
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Estos métodos pueden ser usados en laboratorios que no tengan la capacidad 

económica de hacer pruebas de biología molecular siempre tomando en cuenta 

los factores antes mencionados. 
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2.-INTRODUCCIÓN 

 

La candidosis es una micosis ocasionada por levaduras del género Candida. Las 

manifestaciones clínicas pueden ser localizadas, diseminadas o sistémicas; 

afectan piel, mucosas u órganos internos. Las alteraciones histopatológicas varían 

desde inflamación mínima hasta supuración o reacciones granulomatosas. 

Candida albicans es el agente más frecuente en la candidosis orofaríngea en 

pacientes inmunosuprimidos, sin embargo en los últimos años su prevalencia ha 

disminuido; ocasionado por la aparición de especies emergentes de levaduras, 

como es el caso de C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei y en los últimos años ha 

surgido una nueva especie genéticamente similar a C. albicans, C. dubliniensis. 

Candida dubliniensis es una especie recientemente descrita. La gran mayoría de 

los aislamientos de C. dubliniensis identificados hasta la fecha han sido 

recuperados de la cavidad oral de individuos infectados por VIH, particularmente 

de aquellos que sufren de episodios de candidosis oral recurrente. Sin embargo 

existen reportes de aislamientos asociados a vagina y pulmón.  

Para tener un conocimiento más completo del rol epidemiológico que esta especie 

juega en las infecciones humanas, es necesario que haya disponibles pruebas 

rápidas y confiables para la identificación de Candida dubliniensis en el laboratorio 

clínico de micología de una manera rutinaria. Sin embargo, la introducción de 

dichas pruebas es complicado por el hecho de que Candida dubliniensis comparte 

muchas características fenotípicas  con Candida albicans. El alto grado de 

similitudes entre estas dos especies ha contribuido a errores en la identificación de 

algunos aislamientos de Candida dubliniensis como Candida albicans. Las 

pruebas que se usan actualmente para diferenciar entre las dos especies, están 

basadas en técnicas de biología molecular como la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), electroforesis en gel de campo-pulsante y otras. Aunque estas 

técnicas tienen alta sensibilidad y son efectivas, no son viables en la identificación 

de números grandes de muestras, como es el caso de un laboratorio de rutina, o 

no se encuentran disponibles en la mayoría de los laboratorios estándar de 

micología. Mientras el uso de un número de características fenotípicas, por 
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ejemplo: producción de clamidoconidios, asimilación de carbohidratos, coloración 

de las colonias en medios cromogénicos  (CHROMagar), han sido investigados, 

ninguno ha probado ser un método confiable para diferenciar Candida albicans de 

Candida dubliniensis. Se probaron tres de esos métodos con la finalidad de 

establecer cual o cuales podrían ser utilizados dentro del laboratorio de una 

manera rutinaria y económica para discernir entre estas dos especies.  
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3.-ANTECEDENTES 

 

3.1 Candidosis. 

La candidosis es una micosis primaria o secundaria ocasionada por levaduras del 

genero  Candida sp. Las manifestaciones pueden ser localizadas, diseminadas o 

sistémicas; pueden afectar piel, mucosas u órganos internos. Candida albicans es 

el responsable  de alrededor del 50 % de infecciones provocadas por este género, 

sin embargo en los últimos años ha surgido una nueva especie Candida 

dubliniensis con características muy similares a las de Candida albicans.1 

 

Estas similitudes hacen que la diferenciación entre las dos especies por medio de 

pruebas de rutina sea muy difícil y se recurra a técnicas de biología molecular para 

su identificación. Candida dubliniensis es cosmopolita y fue descrita como una 

especie nueva en 1995. Estudios retrospectivos han mostrado que especies de 

Candida dubliniensis fueron identificadas como Candida albicans en estos 

estudios las cepas de Candida dubliniensis se aislaron de pacientes 

inmunocomprometidos. Es importante diferenciar entre estas cepas ya que su 

comportamiento patológico así como la terapéutica para las dos cepas es diferente 

a pesar de que sus características fenotípicas sean muy semejantes. 1,2,3 

3.1.1 Epidemiologia. 

 

La candidosis es una enfermedad cosmopolita y una de las micosis que se 

presenta con mayor frecuencia en el mundo. Se puede encontrar a diversas 

especies del género Candida habitando en el humano así como en algunos 

animales. Se han reportado aislamientos de diversas levaduras en instrumental de 

hospitales así como áreas de los mismos además de un caso  donde se reporta la 

presencia de Candida dubliniensis en aves marinas en Irlanda.4,5,6,8 

 

Diversas especies del género Candida se encuentran como componentes de la 

microbiota habitual del cuerpo, se encuentran presentes desde los primeros días 

del nacimiento presentando una gran predilección por las mucosas.  Se pueden 
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encontrar en un gran número de sitios anatómicos como el tracto gastrointestinal, 

la laringe, la faringe así como la cavidad oral, el número puede verse afectado por 

factores como la falta de aseo así como una baja en las defensas del 

huesped.8,9,10  

 

Debido a que Candida albicans y otras especies oportunistas son parte de la 

microbiota habitual, en general van a provocar enfermedades endógenas 

favorecidas por algún factor predisponente. Entre los más frecuentes podemos 

encontrar: 

 

-Factores fisiológicos: Como cambios de pH especialmente en vagina y boca, 

embarazo y prematurez.10,11,12 

 

-Enfermedades o procesos debilitantes: diabetes, tuberculosis y  desnutrición.12 

 

-Inmunodeficiencias primarias o adquiridas: leucemias, linfomas, enfermedad de 

Hodgkin, pacientes VIH positivos, SIDA estos dos últimos factores  favorecen la 

colonización por Candida dubliniensis1,3,9 

 

-Iatrogénicos: tratamientos prolongados con antibióticos, corticoesteroides y 

citotóxicos; dispositivos intrauterinos y tratamientos con anticonceptivos orales 

aunque aun no hay un consenso respecto a este último. Cateterismo y procesos 

quirúrgicos invasivos14,15,16,17,18 

 

-Misceláneos: dermatosis inflamatorias previas (dermatitis por contacto y del área 

del pañal, mal estado de la dentadura, prótesis mal adaptadas y 

humedad).19,20,21,22 

3.1.2 Patogenia. 

 

Al ser considerada como una enfermedad oportunista, la Candidosis requiere 

forzosamente de factores predisponentes, en la mayoría de las ocasiones se 
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origina de manera endógena, atribuible casi siempre a dos procesos: el 

desequilibrio de la microbiota, que favorece el incremento de levaduras , y que 

puede ser ocasionado por cambios en el pH, acumulación de nutrientes como el 

glucógeno, o por la disminución de microbiota bacteriana por antibióticos; el 

segundo proceso que puede favorecer el desarrollo de una Candidosis  son 

enfermedades o procesos que influyan en la respuesta inmune, sobre todo a nivel 

celular, entre estos tenemos defectos en leucocitos polimorfonucleares (PMN) y 

linfocitos T y B.1,3,9,13,23,24 

 

En los casos exógenos de candidosis el inicio de la enfermedad ocurre por el 

ingreso al organismo de grandes cantidades de levaduras, ejemplos de esto son 

las personas que usan drogas inyectables y dentro de los hospitales, el caso más 

común cateterismo debido a que se está inoculando los microorganismos de 

manera directa en el torrente sanguíneo.14,15 

 

3.1.3 Aspectos Clínicos. 

 

La candidosis es una de las infecciones más polimórficas, su nivel de profundidad 

o sistematización no depende tanto del agente  si no del factor predisponente que 

se asocie. 

 

Candidosis Forma clínica 

Alérgica Eccema 

Rinitis, alveolitis y asma 

Gastritis alérgica 

Cutánea Intertrigos 

Onicomicosis 

Pustulosis 

Granulomatosa 
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Miscelánea Otitis 

Ulceras corneales 

Endoftalmitis 

Mucocutánea Oral 

Genital 

Mucocutánea crónica 

Gastrointestinal 

Bronquial / pulmonar 

Sistémica Tracto urinario 

Meningitis 

Endocarditis 

Candidemia (fungemia) 

Tabla 1 Formas clínicas de la Candidosis. 

 

3.2 Candida. 

3.2.1 Clasificación Taxonómica. 

 

Reino Fungi 

   Clase Deuteromycetes 

  

      Subclase Blastomycetidiae 

         Orden  Criptococal 

                Familia Criptocaceae 

                     Género Candida  

                              Especie albicans y dubliniensis 

 

 

 

3.2.2 Candida albicans. 
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Entre las especies de Candida, Candida albicans es la especie que se aísla más 

comúnmente de pacientes en el Laboratorio de Parasitología y Micología del 

Instituto Nacional de Pediatría se ha observado que esta especie es el 

responsable de alrededor de 50% de las infecciones provocadas por levaduras. 

Del año 2006 al 2012 se ha observado una disminución de la frecuencia de este 

agente dando paso a otras especies. 

 

.  
Gráfica 1 Porcentaje de aislamientos clasificados como C. albicans de 2006 al 2012 

dentro del Laboratorio de Parasitología y Micología del Instituto Nacional de Pediatría. 

 

En la mayoría de los individuos Candida albicans se encuentra como un comensal 

no dañino vitalicio. Pero bajo ciertas condiciones C. albicans puede causar 

infecciones que varían desde infecciones superficiales a la piel hasta infecciones 

sistémicas que pongan en peligro la vida de los pacientes. Se han identificado 

muchos factores y actividades que le otorgan su patogenicidad a este organismo. 
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3.2.2.1 Factores de patogenicidad. 

 

La habilidad que tiene Candida albicans para infectar huéspedes tan diversos está 

dada por una gran cantidad de factores de virulencia,  muchos de estos factores 

también se encuentran presentes en Candida dubliniensis por su cercanía 

genética. Estos atributos incluyen la transición morfológica (levaduriforme, 

pseudohifas e hifas verdaderas), la expresión de adhesinas e invasinas en la 

superficie celular, la formación de biofilms, el cambio fenotípico y la secreción de 

hidrolasas son considerados factores de patogenicidad.25 

 

 
Figura 1 Factores de patogenicidad presentados por Candida albicans y Candida dubliniensis. 

 

3.2.2.1.1 Polimorfismo. 

 

Candida albicans es un hongo polimórfico que puede crecer ya sea como un 

levadura con blastoconidios ovoides, como células elongadas elipsoides con 

constricciones en los septos (pseudohifas) o como hifas verdaderas de paredes 

paralelas. Otras morfologías incluyen células blancas y opacas formadas durante 
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el switching fenotípico y los clamidoconidios que son estructuras de paredes 

gruesas semejantes a las esporas.  A pesar de que la habilidad para cambiar de 

blastoconidios a pseudohifas e hifas se le atribuye un rol implicado en la virulencia 

no hay una prueba consistente que lo demuestre.25,26,27  

 

Tanto los pseudofilamentos como los filamentos son considerados invasivos ya 

que en el agar puede observarse como estas estructuras penetran en el medio 

este comportamiento ha llevado a la creencia de que este tipo de estructuras 

pueden facilitar la penetración del microorganismo a los tejidos en etapas 

tempranas de la infección mientras que la forma de blastoconidios está más 

relacionada con la diseminación del microorganismo en la sangre. Las formas 

filamentosas también pueden ser útiles en la invasión de ciertos órganos como los 

riñones.26,27 

 

Estudios del switching morfológico han reportado descripciones de los diferentes 

estados morfológicos así como de los diferentes factores que produjeron estos 

cambios. El switching morfológico de levaduras a formas filamentosas puede ser 

inducido por una gran variedad de condiciones ambientales.26,27,28 

 

La formación de hifas  puede ser inducida por la prueba de generación de tubo 

germinal en suero humano a 37 °C. Un cultivo a una temperatura sobre los 35 °C y 

a pH neutro también induce la formación de pseudohifas e hifas con pequeños 

cambios sobre estas condiciones determinando cual será el resultado final. 

Recientemente también se ha reportado que a altas concentraciones de fosfato 

(arriba de 600mM) se induce la formación uniforme de pseudohifas. La formación 

de pseudohifas también se relaciona a la falta de nutrientes en el medio.26,27,28 
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Figura 2. Las diversas morfologías, levadura, pseudohifas e hifas.  
 

3.2.2.1.2 Adhesinas e Invasinas. 

 

Candida albicans ha desarrollado una serie de proteínas especializadas en la 

adhesión de la misma a otras células de Candida albicans, a otros 

microorganismos, a superficies abióticas y  células huésped. Las adhesinas más 

estudiadas son  las adhesinas de secuencia tipo aglutinina (ALS por sus siglas en 

inglés), que son proteínas que forman una familia consistente de ocho miembros. 
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De las ocho proteínas Als, las adhesinas asociadas a hifas Als 3 son de especial 

importancia para la adhesión.29, 30, 31, 32.  

Otra adhesina importante es Hwpl, esta sirve como un sustrato para las 

transglutaminasas de mamíferos y esta reacción puede unir covalentemente  las 

hifas a las células huésped. Se ha demostrado que mutantes hwpl∆/∆ muestran 

una adherencia reducida a células epiteliales bucales y mostraron virulencia 

atenuada en un modelo murino de candidiasis sistémica.33,34,35. 

Se ha demostrado que Hwpl y Als3 también contribuyen a la formación de biofilms 

ya que funcionan como adhesinas complementarias.36 

 

3.2.2.1.3 Formación de biofilms. 

 

Otro de los factores de patogenicidad importantes presentes en estas especies es 

la capacidad de formar biofilms en superficies bióticas como abióticas. Catéteres, 

dentaduras y mucosas son las superficies más comunes. Los biofilms “maduros” 

son mucho más resistentes a la acción de agentes antimicrobianos así como a las 

acciones de la respuesta inmune del huésped, esto debido a la formación 

compleja de los biofilms, la matriz de los mismos y la expresión incrementada de 

bombas que expulsan fármacos dañinos para la célula, entre otros factores.37, 38 

La formación de biofilms está controlada por diversos factores de transcripción 

(BCR1, TEC1, EFG1, NDT80, ROB1 o BRG1) la deleción de alguno de estos 

factores resulta en la formación defectuosa de biofilm en modelos in vivo de 

infección en rata. 29, 39 

La formación de la matriz extracelular está controlada por factores adicionales. 

Esta matriz es de importancia ya que  estudios recientes indican que otorga 

resistencia al ataque y muerte por neutrófilos además de que evita la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS).40 
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3.2.3 Candida dubliniensis. 
 

Identificada como una nueva especie por primera vez en 1995 por J. Sullivan. El 

asilamiento se realizó en Irlanda, Dublín, motivo por el cual se nombró a la nueva 

especie “dubliniensis” el aislamiento provenía de un paciente VIH positivo con una 

candidosis orofaríngea.  Desde los comienzos de la década de los 90 se estudió la 

aparición de una nueva especie que era capaz de formar tubo germinal en suero y 

formar clamidoconidios en medio Corn meal pero que en la prueba de hibridación 

con la prueba “fingerprint 27 A” de Candida albicans era negativa,  esta prueba 

consistió en usar DNA genómico de diversos aislados que fue previamente 

digerido con EcoRI y sondeado con la sonda de huella dactilar de DNA repetitivo  

C. albicans-especifico 27 A pero las bandas obtenidas eran menores y más 

débiles que las que se obtenían al realizar la prueba con una cepa de C. albicans. 

Después de 5 años de estudio se denominó a esta nueva especie como C. 

dubliniensis.1,3,9,10  

 

A pesar de que ambas especies (C. albicans y C. dubliniensis) comparten muchas 

similitudes, hay características propias que les otorgan diferente comportamiento 

patogénico. Estudios posteriormente revelaron que C. dubliniensis parecía poseer 

una menor patogenicidad comparada con la de C. albicans, siendo algunos de sus 

factores de virulencia  más relevantes la producción de hifas, la capacidad de 

crecer en medios a temperaturas altas (42-45° C) y crecer a una alta 

concentración de NaCl y H2O2.41-48  

 

Al contrario de lo que sucede con C. albicans, C. dubliniensis parece no formar 

parte de la microbiota habitual de la boca y vagina, en un estudio realizado en una 

población en Irlanda, se encontró que solo el 3.5% de personas sanas eran 

portadoras de C. dubliniensis en la boca.49  

 

Candida dubliniensis aparece normalmente asociada con casos recurrentes orales 

como gingivitis, pero también se han reportado aislamientos de vagina y pulmón  



 

19 
 

en pacientes inmunosuprimidos y algunos casos en pacientes pediátricos 

diabéticos.  También fueron reportadas infecciones en pacientes con tratamiento 

citotóxico para el rabdosarcoma y en algunos pacientes hematológicos con 

trasplanté alogénico.12,13,17,21,20,51 

 

La correcta identificación de esta especie es de vital importancia en el tratamiento 

de las afecciones que produce, se ha investigado la susceptibilidad de esta nueva 

especie a los antimicóticos y algunos estudios demuestran que solo algunas cepas 

de esta especie son resistentes al fluconazol.52 

 

3.2.3.1 Susceptibilidad y resistencia a Azoles en C. dubliniensis. 

 

Los Azoles tienen como objetivo la síntesis de ergosterol, el esterol predominante 

en la pared celular fúngica, y son actualmente la clase más usada de agentes 

antifúngicos en el tratamiento de infecciones por el género Candida, La gran 

mayoría de los aislados clínicos de C. dubliniensis son susceptibles a los azoles. 

Mientras que la mayoría de los aislados de Candida dubliniensis son susceptibles 

al fluconazol, un número de aislados muestran susceptibilidad reducida o 

resistencia. La mayoría de estos aislados fueron recuperados de pacientes 

infectados de VIH que recibieron terapia con fluconazol.52, 53,54 

Moran  demostró que los derivados resistentes a fluconazol podían ser producidos 

a partir de cepas sensibles después de exposición repetida a fluconazol in vitro 

indicando que Candida dubliniensis tiene la habilidad de rápidamente desarrollar 

resistencia a  este fármaco.55  

También se ha demostrado en vitro que la exposición a fluconazol resulta en un 

incremento de la adhesión de C. dubliniensis a las células epiteliales mientras que 

la adherencia de Candida albicans se ve reducida en las mismas condiciones. Es 

posible que el tratamiento con fluconazol produzca una ventaja selectiva 

favoreciendo el crecimiento de Candida dubliniensis sobre Candida albicans. Lo 

cual explicaría los altos índices de recuperación de C. dubliniensis de pacientes 

con VIH.55,56 
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En un estudio realizado por Pinjón se demostró que Candida dubliniensis puede 

reemplazar a Candida albicans  después de tratamiento con azoles y aunque el 

tratamiento con azoles prolongado puede ser una de las causas de la selección 

entre estas dos especies, también hay otros factores que pueden estar implicados 

ya que al final del estudio realizado la mayoría de los aislados recuperados no 

mostraron susceptibilidad reducida a los azoles. La resistencia al itraconazol 

también ha sido descrita en algunos estudios  y al igual que con el fluconazol 

puede ser inducida por exposición in vitro al fármaco. 52,54,56 

 

3.2.3.2 Candida dubliniensis en pacientes pediátricos. 

 

Se han reportado varios casos de infecciones de Candida dubliniensis en 

pacientes pediátricos, especialmente en pacientes que se encuentran 

inmunocomprometidos. Estos pacientes están comúnmente recibiendo 

tratamientos de quimioterapia o se encuentran infectados por VIH. Los datos de 

pacientes adultos inmunocomprometidos en la literatura es de importancia al 

reconocer a este organismo como a un patógeno de interés, pero como es el caso 

de otras enfermedades infecciosas en pacientes con VIH, los datos en pacientes 

pediátricos son muy pocos o son muy distintos. Se tienen reportes hasta ahora en 

poblaciones de pacientes pediátricos inmunocomprometidos pero consisten en 

estudios de colonización y no de infección.72-75  

 Existen reportes de colonización de cavidad oral así como de tracto respiratorio, 

pero también se han reportado casos de fungemias, algunas de estas en 

pacientes inmunocompetentes. El hecho de que Candida dubliniensis se 

encuentre generalmente en pacientes inmunocomprometidos es de importancia ya 

que aunque posee una menor patogenicidad que la de Candida albicans, el 

régimen que se sigue en estos pacientes puede generar cepas resistentes a 

algunos azoles, seguido de la selección y recambio de Candida albicans por 

Candida dubliniensis en las mucosas. Al detectarse esta especie, lo oportuno seria 

realizar un cambio en el tratamiento. 52-56 
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La obtención de datos del comportamiento de Candida dubliniensis, en población 

pediátrica y en especial cuando algunos autores ya reconocen esta especie como 

patógeno emergente hacen de la identificación y diferenciación entre Candida 

albicans y Candida dubliniensis tome gran importancia. 50 

3.3 Tipificación de Levaduras 

La tipificación dentro del laboratorio es un proceso o serie de procesos por medio 

de los cuales se asigna el género y la especie a un microorganismo con el fin de 

identificarlo e identificar así mismo la mejor terapia para el paciente. 

Para la tipificación de las diversas especies de levaduras dentro del laboratorio se 

lleva a cabo la siguiente secuencia de pruebas de laboratorio. 

 

3.3.1 Obtención de Cultivos 

 

Todas las muestras provenientes de pacientes se siembran en agar dextrosa  

Sabouraud, Sabouraud adicionado con cloranfenicol y  Mycosel esto también 

depende del  origen de la muestra, en estos tubos se realizará el 

primoaislamiento. Los tubos se colocan a incubación a 28° C y se revisan 

periódicamente para observar cualquier crecimiento en los mismos. Las colonias 

generalmente se desarrollan en un promedio de 48 a 72 horas posteriores a la 

siembra en caso de hongos levaduriformes, mientras algunos hongos miceliales 

pueden tardar un periodo de tiempo similar o superior. 

 

A todas las colonias que se aprecian en el medio de cultivo se les realiza un 

examen directo con la finalidad de determinar de qué tipo de microorganismo se 

trata. Este examen directo se realiza colocando un gota de azul de lactofenol en el 

portaobjetos y en el caso de todas aquellas colonias de crecimiento levaduriforme 

se procede a tomar una porción de la colonia, disolverla en el azul de lactofenol y 

tapar con un cubreobjetos. En el caso de las colonias de crecimiento micelial se 

procede a colocar un trozo de cinta adhesiva en un asa micológica previamente 

esterilizada a la llama, se toca la colonia de interés y a continuación se coloca la 
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cinta sobre la gota de azul de lactofenol para  posteriormente cubrir la cinta con un 

cubreobjetos. Se observa al microscopio las preparaciones. Es importante acotar 

que en la elaboración de este trabajo los organismos de interés fueron todos 

aquellos que se identificaron como colonias de levaduras.  

 

 Aquellas colonias en donde se observen blastoconidios son resembradas en 

medio cromogénico CHROMAgar® 

 

3.3.2 Diferenciación en medio cromogénico 

 

Este paso de la tipificación es importante ya que se separan las especies de 

Candida albicans (dubliniensis también se separa en esta fase debido al color 

verde característico que presentan las colonias) de las especies no albicans. Las 

colonias levaduriformes confirmadas por el examen directo obtenidas a partir de 

los cultivos de los materiales biológicos, se siembran en el medio cromogénico 

(CHROMAgar®) por agotamiento y se colocan a incubación a 37° C durante 48 

horas. Las colonias de color verde claro o verde se clasifican como Candida 

albicans, mientras que las colonias azules se clasifican como Candida tropicalis y 

las colonias rosa a rosa claro como Candida krusei.  

 

Además de el CHROMAgar®  existen comercialmente otros medios que tienen un 

funcionamiento similar aunque las coloraciones pueden diferir. 

Dentro del laboratorio de Parasitología y Micología del Instituto Nacional de 

pediatría se separa en esta etapa con el uso del CHROMAgar® alrededor del 50% 

del total de las levaduras que se reciben en el laboratorio y se prosigue a realizar 

pruebas bioquímicas para determinar la especie de la levadura. 

Otras de las pruebas que se utilizan para la diferenciación de Candida albicans (y 

C. dubliniensis) son la formación de clamidoconidios en Cornmeal y la formación 

de tubo germinativo en suero humano, sin embargo estos dos métodos no 

permiten la diferenciación entre  Candida albicans y Candida dubliniensis. Para la 
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diferenciación entre estas dos especies se utilizan algunos de los métodos que se 

mencionan a continuación. 

 

 

3.3.3 Métodos de diferenciación de Candida albicans y dubliniensis. 

 

Como se mencionó anteriormente Candida albicans y Candida dubliniensis son 

dos especies que tienen características fenotípicas casi idénticas lo que dificulta 

su diferenciación en laboratorios clínicos y hospitales. Algunas de las 

características que comparten son la formación de pseudohifas, prueba de tubo 

germinativo (en suero humano en 3 horas a 37°C) y la producción de 

clamidoconidios en Agar harina de maíz (Corn meal) cabe destacar que en esta 

última se reporta que Candida albicans produce clamidoconidios únicos y 

terminales mientras que Candida dubliniensis produce clamidoconidios múltiples y 

en racimo.  

Por tales motivos se ha recurrido al desarrollo de pruebas que pongan en 

evidencia las características fenotípicas particulares de cada especie.  

 

3.3.3.1 Métodos Fenotípicos. 

 

Para la diferenciación entre Candida albicans y Candida dubliniensis se ha 

recurrido a la expresión de ciertas características fenotípicas propias de cada 

especie. 

 

3.3.3.1.1 Medios Cromogénicos. 

 

Algunos autores mencionan los medios cromogénicos, como el CHROMAgar 

Candida®, que se basa en la actividad de la enzima hexosaminidasa, como medio 

de diferenciación entre estas dos especies en este medio transcurridas las 48 hrs 

de incubación a 37 °C, Candida albicans presenta colonias de color verde claro 

mientras que Candida dubliniensis presenta colonias verdes oscuras. Sin embargo 
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en el laboratorio la experiencia ha demostrado que cepas de Candida albicans 

pueden llegar  a presentar una coloración verde oscura.41,43,44  

 

     
Figura 3. Medio cromogénico CHROMAgar  Cepas Candida albicans (izquierda) y 

Candida dubliniensis CD36 (derecha) 

 

3.3.3.1.2 Producción de Clamidoconidios. 

 

La producción de clamidoconidios es una prueba que se utilizaba para la 

diferenciación de Candida albicans de las demás especies, al ser tan similares 

Candida dubliniensis también posee esta cualidad. En los últimos años se han 

encontrado medios en los cuales C. dubliniensis es capaz de producir 

clamidoconidios mientras que en C. albicans no se presentan o se presentan en 

muy poca cantidad. En la mayoría de los casos los medios son escasos en 

nutrientes y tienen un pH ácido, entre estos medios podemos mencionar el agar 

Staib, el agar de semilla de girasol, el agar tabaco y agar caseína entre algunos.  

En el caso del agar de semilla de girasol también conocido como agar de Pal se 

considera la morfología colonial característica para diferenciar entre las dos 

especies presentándose C. albicans como colonias lisas, mientras que en el caso 
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de C. dubliniensis se aprecian colonias rugosas rodeadas de un halo de 

pseudohifas.41,42,44,45,48,49 

 

Se han realizado algunas pruebas para determinar las causas del por qué Candida 

dubliniensis es capaz de desarrollar clamidoconidios mientras que Candida 

albicans no, siendo que ambas especies son capaces de producirlas en otros 

medios como Corn meal adicionado con Tween 80.  Se analizó el perfil 

transcripcional de ambas especies mediante secuenciación de RNA mientras 

crecían en agar Staib liquido, también se incluyó dentro de este estudio una cepa 

mutante de Candida albicans la cual carece del represor transcripscional 

morfogenético Ngr1. Esta cepa se caracteriza por su crecimiento como 

pseudofilamentos así como la producción de cúmulos de clamidoconidios en 

medio Staib similar al crecimiento de Candida dubliniensis. Este estudio permitió 

entender la importancia que tiene la regulación genética en la expresión de 

pseudohifas y de clamidoconidios en estas dos especies. 45,46 

 

Aunque el agar tabaco es una alternativa económica ya que no requiere de 

aditivos como el Tween 80, es fácil de preparar, permanece viable hasta por 4 

semanas y no se contamina tan fácilmente por bacterias tiene la desventaja de 

que no proporciona un medio para diferenciar entre Candida albicans y Candida 

dubliniensis.64 

 

3.3.3.1.3 Crecimiento en medio Xilosa 

 

La D- xilosa es uno de los carbohidratos presentes en el sistema de identificación 

API 20C AUX yeast. La asimilación de la xilosa ha sido reportada como una 

prueba reproducible y confiable para la diferenciación entre C. albicans y C. 

dubliniensis. También la asimilación de la α-metil-D-glucosido (α-MDG) ha sido de 

utilidad para la diferenciación entre estas dos especies.58,59 
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Estos descubrimientos  se basan en el uso de las galerías API 20C AUX que 

fueron incubadas durante 72 horas a una temperatura de 30 °C como se 

recomienda por el fabricante. Razón por la cual posteriormente se realizó un 

estudio donde se analizó la posibilidad de reducir los tiempos de incubación 

obteniendo buenos resultados donde 29 de los 30 aislados de C. albicans eran 

capaces de presentar turbidez indicando crecimiento a las 16 horas mientras que 

ninguno de los aislados de C. dubliniensis presentaba turbidez/ crecimiento. 50,61,62 

 

3.3.3.1.4 Crecimiento altas temperaturas. 

 

Esta prueba se realiza en agar papa dextrosa a 42 °C durante 48 hrs de 

incubación, los aislados de C. albicans crecen a esta temperatura mientras que los 

aislados de C. dubliniensis presentan crecimiento escaso o nulo, debido a que a 

esta temperatura se han reportado casos en los que las cepas de Candida 

dubliniensis continua creciendo se opto por experimentar con otra temperatura 

eligiendo los 45°C para este fin. Al realizar la prueba a 45° C las cepas que habían 

presentado crecimiento a 42° C fueron incapaces de desarrollarse por lo que esta 

nueva temperatura permitió separar con mejores resultados ambas especies. Esta 

prueba también se ha realizado en agar Sabouraoud de Emmons.41,44,56  

 

3.3.3.1.5 Crecimiento en medio hipertónico.  

 

Alves reporto en el 2002 que se podía utilizar caldo Sabouraud adicionado con 

6.5% de NaCl como un método simple y accesible para la diferenciación de 

Candida albicans y Candida dubliniensis. De las 84 cepas de Candida albicans 

que probaron en este medio todas mostraron crecimiento significativo, mientras 

que todos los aislados de Candida dubliniensis que se emplearon no presentaron 

ningún desarrollo visualmente detectable. Estos descubrimientos fueron 

corroborados posteriormente.64,65  

También se han realizado estas pruebas en agar Sabouraud con 6.5% de NaCl 

debido a que se consideró que la observación del crecimiento está dada por la 
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capacidad del analista de observar turbidez lo que puede llevar a errores de 

interpretación por parte del mismo. Al hacerse en medio solido se elimina el factor 

de error que pudiera dar un falso positivo o falsos negativos. 64,65 

 

3.3.3.1.5 CHORMAgar y Agar de Pal  

 

También se ha experimentado con combinaciones de dos métodos donde se 

elabora un medio que contiene CHROMAgar Candida® y agar de Pal en una 

relación 1:1 obteniendo buenos resultados en la diferenciación de C. albicans y C. 

dubliniensis. C. albicans desarrolla colonias verdes claras y lisas mientras que en 

el caso de C.dubliniensis son colonias verdes oscuras con un halo de pseudohifas. 

En este medio también se ha podido diferenciar con éxito colonias de Candida 

krusei que se presentan como colonias con halos de pseudofilamentos de color 

rosa.48 

 

3.3.3.2 Otras pruebas 

 

Debido a las variaciones que se presentan en las pruebas fenotípicas también se 

han desarrollado pruebas de mayor especificidad y sensibilidad como patrones 

electroforéticos de DNA, análisis de enzimas de restricción, reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR).  

 

3.3.3.2.1 Ensayos de inmunofluoresencia. 

  

Se realizó un estudio en 1998, en el cual fue preparado un antisuero policlonal en 

ratones neozelandeses, para posteriormente probarlo en la identificación de varias 

levaduras. Se realizaron varias pruebas de inmunofluorescencia indirecta, donde 

se adicionó anti-C. dubliniensis a aislamientos de varias levaduras para luego 

agregar el conjugado de anti-anticuerpos de ratón marcado con el flurorocromo.63 

Conforme avanzó el estudio se trato de purificar el antisuero y eliminar todos 

aquellos anticuerpos que reconocieran a los antígenos comunes entre los 
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blastoconidios de C. dubliniensis y de C. albicans. Se logró obtener un antisuero 

capaz de no presentar una reacción cruzada con C. albicans y que reconociera 

específicamente a C. dubliniensis, sin embargo, este siguió presentando en 

algunos experimentos reacciones cruzadas con C. kusei y con Rhodotorula 

rubra.63 

 

3.3.3.2.1 Métodos moleculares. 

Los métodos moleculares se basan generalmente en el análisis de las regiones 

genómicas de ADN ribosómico D1/D2 de la subunidad 26S, ITS1,ITS2, y 5.8S y 

son muy confiables para la diferenciación e identificación de especies sin embargo 

son muy caros y complejos para su implementación en el laboratorio clínico de 

rutina. 66-69 

 

3.3.3.2.2 MALDI-TOF 

 

La espectrometría de masas constituye un nuevo método para la identificación de 

microorganismos disponible desde hace más de 30 años, pero fue solo a partir de 

2008 que se ha venido utilizando para este fin en el laboratorio clínico por su 

rapidez, precisión y su relativo bajo costo comparado con otros métodos. 

Actualmente se utiliza el método denominado matrix assisted laser desorption 

ionization time of flight (MALDI-TOF) disponible en el sistema Vitek.70,71 

 Este examina los patrones de proteínas detectadas directamente del 

microorganismo intacto. La muestra a ser analizada es una mezcla de otros 

componentes llamada matriz.  La mezcla es aplicada a un plato de metal e 

irradiada con un láser. La matriz absorbe la luz láser y vaporiza, en el proceso 

de ganancia de cargas (ionización). Los campos eléctricos luego guían los iones al 

mismo, lo que los separa de acuerdo a su carga de masa  y finalmente la cantidad 

de cada ion es determinada. Esto se puede comparar con una biblioteca para 

determinar la identidad del microorganismo estudiado. 70,71 
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

Desde su descubrimiento en 1995 por Sullivan has sido evidente que Candida 

dubliniensis y Candida albicans comparten un gran número de características que 

dificulta su diferenciación. A raíz de esto se ha recurrido al uso de técnicas de 

biología molecular, sin embargo no todos los laboratorios cuentan con los recursos 

para realizarlas por lo que en los últimos años se han desarrollado pruebas que 

ponen en evidencia características específicas de cada especie por lo que es de 

importancia saber cuál o cuáles de estas pruebas en conjunto nos ayuda a 

identificar adecuadamente estas dos especies ya que a pesar de que tienen 

muchas similitudes también tienen diferencias en cuanto a su patogenicidad.  
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5.- JUSTIFICACIÓN. 

 

Desde su descubrimiento Candida dubliniensis ha presentado un reto para su 

identificación y diferenciación de Candida albicans, debido a las características 

que antes se creían únicas en C. albicans ahora se sabe también posee C. 

dubliniensis. Por esta razón fue necesario desarrollar nuevas técnicas y pruebas 

para la diferenciación de estas, aunque algunas de estas técnicas requieren de 

equipos con altos costos a los que no puede tener acceso muchos laboratorios de 

rutina con las pruebas que ponen en evidencia las características propias 

fenotípicas se ha abierto nuevas posibilidades. 
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6.-HIPÓTESIS. 

 

Del  total de las cepas identificadas previamente como Candida albicans de los 

materiales biológicos obtenidos de los pacientes del Instituto Nacional de Pediatría 

algunas  se trataran en realidad de cepas de C. dubliniensis las cuales se 

identificaran por los métodos fenotípicos empleados. 
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7.-OBJETIVOS 

 

Objetivos Generales  

Identificar cepas de Candida albicans y Candida dubliniensis por medio de 

pruebas que dejen en evidencia características fenotípicas de cada especie, en 

aislamientos obtenidos en pacientes pediátricos del Instituto Nacional de Pediatría. 

Objetivos Particulares. 

-Determinar la frecuencia de Candida albicans y Candida dubliniensis en pacientes 

pediátricos.  

-Correlacionar los aislamientos de ambas especies con las formas clínicas de la 

Candidosis. 
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8.-METODOLOGÍA. 

 

Se realizó un estudio para determinar la utilidad de las características fenotípicas 

de Candida dubliniensis en su tipificación y diferenciación de Candida albicans, se 

utilizaron 90 aislados de pacientes obtenidos en el Instituto Nacional de Pediatría. 

El aislamiento de las cepas utilizadas para el experimento se llevo a cabo durante 

seis meses.  

Pacientes. 

Criterios de inclusión. 

Se incluyeron todas las cepas provenientes de pacientes del INP que fueron 

identificadas como Candida albicans.  

Criterios de no inclusión. 

No hubieron criterios de no inclusión 

Registro. 

Los datos obtenidos de cada uno de los pacientes fueron registrados en un 

formato, donde se incluyó: género, edad, diagnostico, registro, cama, muestra y 

número micológico. Esta información se incluyen en el anexo de este trabajo. 

Recepción de muestras. 

Laboratorio de parasitología y micología.  

Al laboratorio de micología llegan muestras de diferentes orígenes como: Orina, 

Heces, Sangre, Aspirados faríngeos, Lavados bronquiales, Líquidos 

cefalorraquídeos 

 

Orina.  

Las muestras de orina que llegan al laboratorio se reciben en bolsas de colecta o 

en su defecto en recipientes de plástico o de vidrio estériles. Es muy importante 
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homogenizar la orina antes de realizar el proceso que se describe a continuación. 

En ambiente de esterilidad  se realiza un orificio al costado de la bolsa usando un 

 asa micológica previamente calentada. A continuación se introduce un asa 

calibrada desechable de 10 µL dentro de la bolsa para hacer la toma de muestra, 

el asa calibrada se gira suavemente para homogenizar la orina, con el asa 

calibrada se siembra una caja de agar Sabouraud con cloranfenicol en la cual se 

realizara el conteo de UFC y se quema el asa para desecharla. Posteriormente  se 

utiliza una pipeta Pasteur para tomar  muestra y colocar un volumen suficiente de 

orina para cubrir la superficie de un tubo con agar Sabouraud adicionado con 

cloranfenicol. El resto de la orina se colecta en un tubo cónico estéril y se 

centrifuga a 4000 rpm durante 15 minutos, transcurridos los 15 minutos se realiza 

un examen directo usando el precipitado obtenido.  

 

Heces. 

 

 Para procesar las heces se hacen dos exámenes directos uno con  KOH y el otro 

con Lugol, el primero nos ayuda a identificar estructuras fúngicas y el segundo a 

verificar la presencia de parásitos en la muestra. Los exámenes se realizan 

aplicando una gota de los reactivos en un portaobjetos y con la ayuda de un 

aplicador de madera  se  coloca la muestra sobre el reactivo y se homogeniza. A 

continuación se inocula la muestra en tubos de ensaye de 16x150 mm con 

Sabouraud y Sabouraud adicionado con cloranfenicol.  

 

FRU (fragmentos y residuos de uñas).  

 

Esta muestra se toma generalmente en el laboratorio. Se utilizan 2 portaobjetos 

estériles y una cucharilla para la toma de muestra. La toma se realiza raspando la 

uña afectada con ayuda de la cucharilla y colocando los fragmentos de uña sobre 

los portaobjetos. Para procesar las muestra se reúnen los fragmentos de uña 

sobre un solo portaobjetos y se hace una siembra de los mismos en agar 

Sabouraud, Mycosel y Sabouraud adicionado con cloranfenicol. Los fragmentos 
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sobrantes se utilizaran para realizar exámenes directos con KOH al 20 % y negro 

de clorazol si así se requiriera.   

 

 Aspirados, lavados   

 

Los aspirados y lavados se reciben en recipientes estériles de plastico. Se 

procesan sembrando la muestra con ayuda de una pipeta Pasteur en un tubo de  

de agar Sabouraud y en un tubo de agar Sabouraud adicionado con cloranfenicol. 

La muestra restante se coloca en un tubo cónico y se agrega KOH al 20% en una 

relación 1:1 para mucolizar la muestra y también con la finalidad de que el KOH  

aclare las estructuras fúngicas que pudieran estar presentes. 

 

Líquidos cefalorraquídeos. 

 

El manejo de esta muestra se debe realizar con extrema precaución debido a que 

la toma de muestra es un proceso invasivo y doloroso, además de la dificultad que 

representa en pacientes pediátricos. 

Se abre el contenedor en ambiente de esterilidad y con ayuda de una pipeta 

Pasteur se coloca todo el contenido en un tubo cónico estéril se centrifuga a 1500 

rpm durante 15 minutos para concentrar los microorganismos que pudieran estar 

presentes en la muestra así como otros elementos. Una vez finalizada la 

centrifugación se procede a decantar el contenido del tubo dejando una única gota 

en el fondo  con la que se resuspende el precipitado (de haberse  formado alguno) 

se realizan dos exámenes directos uno usando KOH 20% y el segundo con tinta 

china con la finalidad de detectar la presencia de Cryptoccocus sp. Tambien se 

siembra la muestra en agar Sabouraud, agar Sabouraud adicionado con 

cloranfenicol y Mycosel. 
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Sangre.  

 

Las muestras de sangre que se reciben en el laboratorio están contenidas en los 

frascos de cultivo BACTEC Myco/F Lytic, para uso con el equipo automatizado 

BACTEC 9000MB. Una vez recibidas las muestras se registran y se colocan en el 

equipo  BACTEC 9000MB.  Los frascos de cultivo BACTEC Myco/F Lytic  poseen 

un indicador en el fondo de los mismos que cambia en presencia de CO2 

producido durante el metabolismo de los microorganismos, este cambio es 

detectado por el BACTEC 9000MB.  Cuando el equipo  determina que un 

hemocultivo es negativo después de un mes, es decir no hubo un cambio 

significativo en el indicador, se saca del aparato y se desecha. Si el cultivo es 

identificado por el BACTEC 9000MB  como positivo se retira y se procesa. Se 

agita suavemente el frasco para homogenizar la muestra y  evitar la formación de 

conglomerados de glóbulos rojos que pudieran dificultar la lectura del examen 

directo al microscopio. En ambiente de esterilidad  se limpia la tapa del frasco con 

una gasa con alcohol. Se perfora con una jeringa y se toma 1mL del hemocultivo 

se coloca una gota en un portaobjetos para elaborar el examen directo y se vacía 

suficiente en un tubo de Sabouraud con cloranfenicol cubriendo la superficie del 

medio, si llegara a sobrar muestra se desecha en contenedor correspondiente. Se 

incuba el tubo a 28º C y se revisa periódicamente si hay crecimiento.  Al 

presentarse crecimiento se realiza un examen directo de la(s) colonia(s) con azul 

de lactofenol y se procede a realizarse la lectura en el microscopio. De tratarse de 

una colonia de levaduras estas son resembradas en medio cromogénico y se 

continúa con el proceso de tipificación. 

  

Muestras de bacteriología 

 

Las muestras que son canalizadas del laboratorio de bacteriología están 

sembradas en cajas de agar Sabouraud o en CHROMAgar®. Cuando las colonias 

se encuentran en agar Sabouraud es necesario hacer un examen directo de las 

colonias con Azul de lactofenol y observar al microscopio para verificar que se 
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trate de levaduras. Si se trata de bacterias el proceso en el laboratorio de 

micología  termina, en caso de tratarse de levaduras se procede a resembrar una 

colonia aislada. La resiembra se realiza en una caja de CHROMAgar®  que se 

incuba por 48 hrs para su posterior lectura. 

Cuando las cajas que provienen del laboratorio de bacteriología contienen 

colonias sembradas en CHROMAgar®  solo se incuba hasta que la caja cumpla 

con el plazo de 48 hrs para su lectura adecuada. 
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Diagrama 1. Metodología  general para el procesamiento de muestras dentro del Laboratorio de Micología.  
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Diagrama 2. Proceso de Tipificación de levaduras 
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Identificación de las levaduras. 

 

Medio cromogénico  

Todas aquellas cepas que sean identificadas como levaduras por medio del 

examen directo son sembradas por agotamiento en medio cromogénico 

CHROMAgar® Candida, para obtener colonias aisladas. Se incuba a 37 °C 

durante 48 horas. 

Una vez obtenidos los resultados en CHROMAgar® se procede a seleccionar las 

colonias verdes (probables Candida albicans y probables Candida dubliniensis) y 

se resiembran en agar Sabouraud tubo chico de 13X100 mm para proceder con 

las tres diferentes metodologías a aplicar. 

Para este estudio se incluyeron aspirados nasofaríngeos, orina, secreciones 

bronquiales, aspirado bronquial, sangre, cavidad bucal, escamas de piel, absceso 

hepático, secreción vaginal, secreción traqueal, secreción de absceso y secreción 

eritematosa. 

Pruebas fenotípicas diferenciales. 

Para la diferenciación de las dos especies se realizaron  dos pruebas morfológicas 

en dos medios de cultivo: agar Staib (ASt) y agar de Pal (AP). 

A partir del crecimiento de 24 horas en SDA a 28ºC, cada uno de los aislamientos 

obtenidos de pacientes así como las cepas ATCC de Candida dubliniensis (CD36) 

y Candida albicans (90028 y 66027) se inoculó en la mitad de una caja Petri 

realizando cuatro estrías en cada mitad de la caja con una separación aproximada 

de 0.5 cm. a continuación se colocaba un cubreobjetos estéril sobre las estrías se 

incubó a 30 ºC durante 48 hrs. Se observaron las características coloniales, 

superficie, forma color, y la presencia o ausencias de halo de pseudofilamentos 

alrededor de la colonia. Posteriormente se colocó una gota de azul de algodón 

sobre las estrías que se encontraban descubiertas y se observó al microscopio en 

búsqueda de clamidoconidios. 
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Crecimiento a 45 °C. 

Se realizó la prueba de termotolerancia a 45 ºC en agar dextrosa Sabouraud 

(ADS), es posible utilizar opcionalmente Agar papa dextrosa para esta prueba. A 

partir de crecimiento colonial de 24 horas  en ADS a 28 ºC de cada uno de los 

aislados del estudio, se realizó una suspensión que se estandarizo con el tubo 2 

de la escala de Mc Farland. Posteriormente se realizo la  siembra de las cajas por 

estría cerrada en la superficie del agar usando un asa calibrada de 10µL, se 

incubaron durante 48 horas. Revisando crecimiento a las 24 y 48 horas. Se 

observo la presencia o ausencia de crecimiento en las cajas, se catalogo el 

crecimiento como normal (++++), crecimiento moderado (++) y ausencia de 

crecimiento (-). 

La interpretación de las pruebas se resume en la siguiente tabla. 

Pruebas C. albicans C. dubliniensis 

Agar Staib -Colonias de superficie lisa y 

blanquecina. Al microscopio 

ausencia y o escasos 

clamidoconidios únicos. 

Colonias de superficie rugosa 

y blanquecina, presencia de 

halo de pseudohifas. Al 

microscopio clamidoconidios 

en racimo. 

Agar de  Pal -Colonias de superficie lisa y 

blanquecina. Al microscopio 

ausencia y o escasos 

clamidoconidios únicos. 

Colonias de superficie lisa y 

blanquecina presencia de halo 

de pseudohifas. Al microscopio 

clamidoconidios en racimo. 

Termotolerancia -Crecimiento  a 45ºC -Ausencia de crecimiento a 

45ºC 

Tabla 2. Criterios para la identificación de Candida albicans de Candida dubliniensis por pruebas diferenciales 

fenotípicas.  

Una vez realizadas la lectura de las pruebas se procedió a registrar las 

características  y a determinar aquellos aislamientos que pudieran tratarse de una 

cepa de Candida dubliniensis. 

Las cepas sospechosas así como la cepa ATCC de C. dubnliniensis CD36 se 

sometieron a identificación por medio del kit comercial API® Yeast ID32. 
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Diagrama 3. Prueba de crecimiento a 45° C 

                 

, 

1 
O&imOffito D~SO e 

t 
D~ 111. e"" ... ei""","S prepaRlr une 

SUsplill!i<in com>sp<>ndiente al tubo 2 de le esaolo 
de Me Farland 

t 
SembRl' por lIgOtllmie!1to 

con lIS1! alibrJ>dl! de l()~L en GII"S 
oon "9" SoboourlllJd 

t 
Incubil, 48h", " 37" C. 

5o'1ecdoM' coIoruIIS ",.edaS 

+ 
Ag>!r SilbourllJd de 

Emmoos <l!Ija" ioOJbllr a 450C 

RNi...- crecimiento transucnidas 
Hhrs 

~" • Re9i""" Reiultados 
aedmiento 

Formato de Reg1!t rl> 

"0 

Regn""u,, '" ncuba" Revisor nuevlml!nte 
du,"nte 24hrs 1'065 despues de "'5 24hrs 



 

43 
 

Diagrama 4.  Desarrollo en Agar Staib macro y micromorfología. 
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Diagrama 5.  Desarrollo en Agar de Pal macro y micromorfología. 

 

Morf'*>gill agar de 1'81 

5emOOor las tepllS alsllldas 
en ag..- 1'11111 deldrosa 

¡JlCUi>lIr~8hrs a)¡ro e 

Re",mbnr en GaJlI de 
Agar de PaI cobcar un OJbreobjetos 

a la mitad de la GaJlI 
" itloJi>lIr ~8hrs 

Revisar la macromorfologia 
y ""listar resu~lIdos 

CoIoaor !libA! las coIooIas 
UllII gota de de !IN de 

Mol""" y un wbreobJ«os 

Revisar al Miaoscopio el cubreobjetos 
coIcK;IIdo ~8hrs antes y al que 
se Dgrpgo mul de IacIcrfenol 

Se ob_ron colomas 
rugo .... con halo de 

pseudolldas 

Formato de 

Se obS8'Vllron 
domdocomdlOS ... '" 

UllI'I'IfI't directo 

CooA!~nlr oon !----éol 
las deffillS pruebas 

Clll"Jdida dubhrnen9S 

Usar APl ID 32 pira oomprobar klentid¡d 



 

45 
 

Tipificación con Galería ID32 C. 

Esta galería es un sistema estandarizado producido por bioMérieux, la galería está 

compuesta por 32 diferentes pruebas de asimilación miniaturizados que permite 

identificar 62 diferentes especies y géneros de levaduras.  

Como se menciono anteriormente las galerías se encuentran formadas por 32 

cúpulas, 29 de las cuales contienen un sustrato de carbono deshidratado, un 

control negativo (0), una cúpula para determinar la sensibilidad a la cicloheximida 

y la ultima que determina colorimétricamente la esculina.  

Composición cúpulas 

Prueba Sustratos Prueba Sustratos 

GAL D-Galactosa SOR D- sorbitol 

ACT Ciloheximida (Actidiona) XYL D-xilosa 

SAC D-sacarosa RIB D-ribosa 

NAG N-acetil-glucosamina GLY Glicerol 

LAT Ácido láctico RHA L-rhamnosa 

ARA L-arabinosa PLE Palatinosa 

CEL D-celobiosa ERY Eritritol 

RAF D-rafinosa MEL D-melibiosa 

MAL D-maltosa GRT Glucurunato sódico 

TRE D-trehalosa MLZ D-,elecitosa 

2KG 2-cetoGluconato 

potásico 

GNT Gluconato sódico 

MDG Metil-α-D-

Glucopiranosida 

LVT Acido levulinico (levulinato) 

MAN D-manitol GLU D-glucosa 

LAC D-lactosa(origen bovina) SBE L-sorbosa 

INO Inositol GLN Glusocamina 

0 Sin sustrato ESC Esculina 

Citrato férrico 

Tabla 3. Composición cúpulas API ID 32. 
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Obtención de las colonias. Para todos aquellos aislamientos que presentaron 

características que hicieran sospechar de una posible Candida dubliniensis se 

realizó una resiembra a partir del tubo de origen de las pruebas de tipificación 

fenotípica a un nuevo tubo de SDA donde que se cultivó por un periodo de 24 

horas a 28 °C. 

Preparación del inoculo. Se abre una ampolla de API® Suspension Medium (mL) 

introduciendo la ampolla en el protector y mientras se sujeta verticalmente se 

empuja para abrir. También es posible utilizar un tubo que contenga 2 mL de agua 

destilada sin aditivos. Se toman las colonias de interés a partir de cultivos jóvenes  

(24-49 horas) y se prepara una suspensión de turbidez igual al patrón de 2 de 

McFarland, se compara contra un factor de turbidez. Se procede a abrir una 

ampolla de API C Medium como previamente se mencionó y se transfieren 250 µL 

de la suspensión precedente. Es importante que esta solución se utilice de 

inmediato. 

Inoculación de la galería. Es importante homogenizar la ampolla de API C Medium 

sembrada e inocular cada una de las galerías con 135 µL de suspensión por 

cúpula con ayuda de una micropipeta. Se debe de tener cuidado de no tocar los 

pozos para evitar que el sustrato de un pozo contamine a otro y pueda darse lugar 

a falsos positivos. Una vez inoculados todos los pozos se cierra la tapa sobre la 

galería. 

Lectura de la galería. Se comparan los pozos con el control (0) y se anotan todas 

los pozos que aparecen con turbidez como positivos. 

Interpretación. La interpretación de la prueba se realiza visualmente observando 

donde hay turbidez que indique desarrollo del microorganismo y por lo tanto uso 

del sustrato del pozo, este patrón obtenido se compara con la tabla anexa al 

inserto de la ensayo. 
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Diagrama 6. Tipificación API ID 32 
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9.-RESULTADOS. 

 

En este estudio se sometieron a la pruebas de tipificación y diferenciación un total 

de 90 aislados. De estos 90 aislados obtenidos de pacientes pediátricos del 

Instituto Nacional de Pediatría; el 44.4% (40 individuos) correspondieron al género 

femenino mientras el otro 55.6% (50 individuos) correspondió al género masculino. 

El intervalo de edad fue de 0 a 18 años, con un promedio de edad de 5.8 años. 

Las muestras provenían de los siguientes servicios del hospital. 

 Del total de las muestras el 75.6 % provenía de pacientes hospitalizados, el 

17.8% de pacientes externos y el 6.7% restante no estaba indicado en la 

requisición. 

En la Gráfica 2 se muestra el origen del espécimen biológico, el cual está 

relacionado con la forma clínica de Candidosis, donde los principales fueron orina 

(41%), seguido de aspirado nasofaríngeo (ANF)(19%) y por último aspirados 

bronquiales(AB) (14%). 

Servicio No. Muestras Porcentaje 

Cardiología 2 2.22 
Cirugía 5 5.56 
Dermatología 1 1.11 
Hematología 2 2.22 
Hospitalización 1 1.11 
Infectología 19 21.11 
Immunología  4 4.44 
Nefrología 2 2.22 
Neonatología 7 7.78 
Neumología  22 24.44 
Neurología 2 2.22 
Oncología 3 3.33 
Otorrinolaringología 1 1.11 
Quirófano 1 1.11 
UCICV 3 3.33 
Urgencias  5 5.56 
UTIP 9 10.00 
No se especifica 1 1.11 
 TOTAL 90 100 
Tabla 3. Servicio de procedencia del paciente.  



 

49 
 

  
Gráfica 2 Materiales biológicos a partir de los que se aislaron las distintas cepas. 
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Tipificación. 

 

Prueba de termotolerancia. 

Para la prueba de termotolerancia  74 aislados presentaron un crecimiento normal 

(++++), 11 de los aislados presentaron un crecimiento moderado (++) y solo 5 de 

los aislados no presentaron crecimiento (-). 

 

 

 
Gráfica 3. Crecimiento a 45° C el crecimiento se representó por un sistema de cruces normal 

(++++), moderado (++) y ausencia crecimiento (-). 
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Crecimiento Agar Staib. 

Para la prueba de crecimiento en agar de Staib se observaron las características 

macroscópicas y microscópicas de las cepas ATCC de Candida albicans así como 

Candida dubliniensis. Y se correlaciono con las observaciones realizadas en 

aislados provenientes de pacientes. 

 

 

Cepas ATCC. 

 

Candida dubliniensis CD36 

  

Fotografía No 1.Colonias lisas cremosas y con presencia de un halo de pseudohifas 

alrededor de las mismas. 
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Fotografía No.2. Microscópicamente se observo pseudohifas y blastoconidios y en 

algunos campos se observaba clamidoconidios. 

 

Candida albicans 90028 

 
Fotografía No.3. Macroscópicamente se observan colonias blancas cremosas y de 

superficie lisa. 
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Fotografía No.4. Microscópicamente en donde se colocó el cubreobjetos después de las 

48 hrs solo se encontraron blastoconidios.  

 
Fotografía No.5. Sin embargo al observar al microscopio el cubreobjetos que fue colocado 

con al momento de inocular las cajas y que lleva un tiempo de 48 horas se pueden 

observar blastoconidios asi como pseudohifas. 
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Candida albicans 66027   

 

Fotografía No.6. Colonialmente se observaron colonias blancas cremosas y de superficie 

lisa no había presencia de halo de pseudohifas. 

 

 
Fotografía No.7. En donde se colocó el cubreobjetos después de las 48 hrs de incubación 

solo se observaron microscópicamente blastoconidios. 
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Fotografía No.8. Al observar al microscopio el cubreobjetos que fue colocado con al 

momento de inocular las cajas y que lleva un tiempo de 48 horas se pueden observar 

blastoconidios asi como pseudohifas 

 

Cepas de pacientes. 

 

En las cepas de pacientes, 87 cepas se observaron como colonias blancas y 

cremosas con ausencia del halo de pseudohifas. Al realizar el examen directo con 

azul de lactofenol solo se observaron blastoconidios mientras que en cubreobjetos 

colocado 48 hrs atrás se apreciaban pseudohifas. 

 
Fotografía No.9. Colonias blancas cremosas y de superficie lisa no había presencia de 

halo de pseudohifas. 
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De las cepas obtenidas de pacientes ninguna mostro producción de 

clamidoconidios, solo tres cepas produjeron halos de pseudohifas transcurridas las 

48 horas de incubación, al microscopio también se encontró la presencia de 

pseudohifas. 

                            
Fotografía No.10. Cepas 11/15 y 11/17 en ambos casos se presentaron pseudohifas y 

blastoconidios, sin embargo no hubo presencia de clamidoconidios. 

 

 
Fotografía No.11 En donde se coloco el cubreobjetos con 48 horas de anticipación la 

presencia de pseudohifas fue más evidente 
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Crecimiento Agar de Pal. 

 

Cepas ATCC 

Candida dubliniensis CD36 

 

 

 

Fotografía No.12 Colonias lisas cremosas y con presencia de un halo de pseudohifas 

alrededor de las mismas. 
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Fotografía No.13 Microscópicamente se observaba pseudohifas y blastoconidios y en 

algunos campos se observaba clamidoconidios.  

 

Candida albicans 90028 
 

  
Fotografía No.14 Macroscópicamente se pueden observar colonias blancas, de textura  

cremosa y con  superficie lisa. 
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Fotografía No.15 Microscópicamente solo se observaron blastoconidios en todos los 

campos. 

 

 
Fotografía No.16 Microscópicamente se observo la presencia de pseudohifas en donde el 

cubreobjetos fue colocado con 48 horas de anticipación. 
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Candida albicans 66027   

 

Fotografía No.17 Colonialmente se observaron colonias blancas cremosas y de superficie 

lisa no había presencia de halo de pseudohifas. 

 
Fotografía No.18 Microscópicamente solo se encontraron blastoconidios en el examen 

directo donde se coloco azul de lactofenol y el cubreobjetos posteriores a la incubación de 

48 horas. 
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Fotografía No.19 En el cubreobjertos colocado con 48 hrs de antelación se observaba la 

formación de pseudohifas además de la presencia de blastoconidios. 

 

 

Cepas de pacientes. 

 

La mayoría de las cepas  crecieron en el medio como colonias blancas y cremosas 

sin halo de pseudohifas 

 
A B 
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Fotografías No.20, 21 y 22 Colonias blancas sin halo de pseudohifas, características de 

Candida albicans (A), al examen directo con azul de lactofenol se observaron solo 

blastoconidios (B) mientras que donde se coloco el cubreobjetos con 48 hrs de antelación 

se observaron algunas presudohifas sin presencia de clamidoconidios. 

 

Nuevamente solo tres cepas presentaron halo de pseudohifas además de que en 

el examen directo se observaron pseudofilamentos pero ausencia de 

clamidoconidios 

 
Fotografía No.23 Colonias con ligero halo de pseudohifas al alrededor 

C 
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Fotografía No.24. Presencia de pseudohifas en ninguno de los campos de las cepas 

observadas fue posible encontrar una clamidoconidios. 
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Tabla 4. Resultados resumidos de las pruebas fenotípicas realizadas se resalta aquellas cepas sospechosas de ser C. 

dubliniensis a las cuales se les realizo una identificación con el kit comercial API yeast ID 32 

 

No. 
Cepa 

No Mico. Crecimiento Agar de Pal Agar de Staib 

Macromorfología Morfología 
Micro 

Macromorfologia  Morfología 
Micro 

48hrs  azul 
LF 

48hrs  azul 
LF 

1 01/13 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

2 02/33 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

3 12/26 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

4 11059 
- 

Presencia halo 
pseudofilamentos 

ByP ByP Presencia halo 
pseudofilamentos 

ByP ByP 

5 01/36 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

6 01/37 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

7 01103 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

8 11061 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

9 11/32 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

10 01008 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

11 01/18 ++++ Ausencia halo ByP A.B Ausencia halo ByP A.B 
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pseudofilamentos pseudofilamentos 
12 01/33 

++++ 
Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

13 01/02 
- 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

14 01/03 
- 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

15 01/25 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

16 01/30 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

17 01/09 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

18 11021 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

19 01119 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

20 08/20 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

21 08/21 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

22 08/08 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

23 08134 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

24 08097 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

25 08/15 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

26 09069 ++++ Ausencia halo ByP A.B Ausencia halo ByP A.B 
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pseudofilamentos pseudofilamentos 
27 08/16 

++++ 
Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

28 09053 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

29 07/10 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

30 09/14 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

31 08130 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

32 09015 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

33 07/16 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

34 09/06 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

35 09/09 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

36 09080 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

37 09040 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

38 08107 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

39 08123 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

40 07/09 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

41 10123 (2) ++++ Ausencia halo ByP A.B Ausencia halo ByP A.B 
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pseudofilamentos pseudofilamentos 
42 10138 

++++ 
Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

43 10143 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

44 10146 (2) 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

45 10/46 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

46 10/52 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

47 10/57 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

48 10/59 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

49 11/01 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

50 11/06 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

51 11/07 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

52 11/08 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

53 11/10 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

54 11/11 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

55 11/14 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

56 11/15 ++++ Presencia halo ByP ByP Presencia halo ByP ByP 
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pseudofilamentos pseudofilamentos 

57 11/17 
++++ 

Presencia halo 
pseudofilamentos 

ByP ByP Presencia halo 
pseudofilamentos 

ByP ByP 

58 11/18 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

59 11/26 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

60 11/27 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

61 11/30 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

62 11/31 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

63 11/33 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

64 11/34 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

65 11/36 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

66 11/35 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

67 11/38 
++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

68 12/25 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

69 12/28 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

70 12/34 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

71 12050 ++++ Ausencia halo ByP A.B Ausencia halo ByP A.B 
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pseudofilamentos pseudofilamentos 
72 12079 

++++ 
Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

73 01/07 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

74 01/10 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

75 01/12 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

76 01/17 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

77 01/23 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

78 01/31 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

79 01/34 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

80 01019 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

81 01032 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

82 01052 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

83 01055 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

84 01088 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

85 01102 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

86 01106 ++++ Ausencia halo ByP A.B Ausencia halo ByP A.B 
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pseudofilamentos pseudofilamentos 
87 01/09 

- 
Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

88 01/22 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

89 01047 
- 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

90 01114 
++++ 

Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B Ausencia halo 
pseudofilamentos 

ByP A.B 

ByP= Blastoconidios y pseudofilamentos. A.B = Abundantes blastoconidios 

 

 

Tres de las cepas analizadas presentan una o varias características que las señalan como probables C. dubliniensis la 

cepa 11059, 11/17 y 11/15. Estas tres cepas se sometieron a identificación con API ID 32. 
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Api ID32 

 

Cepa ATCC Candida dubliniensis CD36 

 

Fotografía No. 35. Patrón de pruebas obtenido para la cepa ATCC de Candida dubliniensis CD36. 
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Patrón de cepa CD36 Candida dubliniensis 

 

GAL ACT SAC NAG LAT  ARA CEL  RAF MAL TRE 2KG MDG MAN LAC INO  0 

+ -/+ + + + - - - + - + - + - - - 

SOR XYL RIB GLY RHA PLE ERY MEL GRT MLZ GNT LVT GLU SBE GLN ESC 

+ - - - - - - - - - - - + - +/- + 

 

 

El patrón obtenido se comparo con la tabla de identificación de especies de kit 

comercial ID 32 C contenida en el inserto y se determino que en efecto la cepa 

ATCC se trataba de Candida dubliniensis. Es importante notar que las pruebas de 

xilosa y trealosa son negativas, estas dos pruebas son positivas en Candida 

albicans, recordando que el crecimiento en a medio con xilosa es una prueba 

importante para la diferenciación entre Candida albicans y Candida dubliniensis. 

  

Aislados de pacientes. 

Las cepas sospechosas de ser Candida dubliniensis fueron la 11059, 11/15 y la 

11/17 los patrones obtenidos fueron los siguientes.  

Cepa 11/15 

GAL ACT SAC NAG LAT  ARA CEL  RAF MAL TRE 2KG MDG MAN LAC INO  0 

+ + + + + - - +/- + + + + + - - - 

SOR XYL RIB GLY RHA PLE ERY MEL GRT MLZ GNT LVT GLU SBE GLN ESC 

+ + - +/- - + - - - - +- - + - + + 

 

El patrón obtenido se comparo nuevamente con la tabla de identificación de 

especies y se identifico a la cepa 11/15 como Candida albicans 1. 
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Cepa 11/17 

GAL ACT SAC NAG LAT  ARA CEL  RAF MAL TRE 2KG MDG MAN LAC INO  0 

+ + +/- +/- - - - - + +/- + - + - - - 

SOR XYL RIB GLY RHA PLE ERY MEL GRT MLZ GNT LVT GLU SBE GLN ESC 

+ + - - - + - - - - - - + - + + 

 

Esta cepa fue identificada como Candida albicans 2. 

 

Cepa 11059 

GAL ACT SAC NAG LAT  ARA CEL  RAF MAL TRE 2KG MDG MAN LAC INO  0 

+ + + + +/- - - - + + + + + - - - 

SOR XYL RIB GLY RHA PLE ERY MEL GRT MLZ GNT LVT GLU SBE GLN ESC 

+ + - +/- - + - - - - - - + - + + 

 

En base al patrón obtenido se identifico a la cepa como una Candida albicans 1. 
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10.-ANÁLISIS Y DISCUSIÓN. 

 

Los aislamientos que se utilizaron para la elaboración de este trabajo provenían de 

una población de pacientes pediátricos, todas las cepas que se sometieron al 

estudio fueron identificadas tentativamente como Candida albicans, este estudio  

se realizo con la finalidad de determinar la incidencia de Candida dubliniensis en la 

población general del Instituto Nacional de Pediatría además de demostrar que las 

características fenotípicas empleadas para la diferenciación de las cepas son de 

utilidad en un laboratorio de rutina debido a sus costos y a la cantidad de muestras 

que se pueden procesar por estos medios.44 

Las infecciones por el género Candida  son infecciones oportunistas que atacan 

generalmente a personas inmunosuprimidas,  aunque también atacan a pacientes 

sanos, en los últimos años dentro del Laboratorio de Parasitología y Micología del 

Instituto Nacional de Pediatría se ha observado que de las afecciones causadas 

por levaduras alrededor del 50% son causadas por Candida albicans,. Esto puede 

ser debido a que esta levadura es la que se encuentra presente en muchos sitios 

anatómicos como lo son las mucosas y dentro de un hospital los pacientes en 

ocasiones tiene algún problema de inmunosupresión   lo que es aprovechado por 

estas levadura oportunistas para comenzar una infección.8-10 

El estudio se enfocó en la búsqueda de Candida dubliniensis una especie que 

debido a sus características es comúnmente confundida y tipificada como Candida 

albicans. Candida duliniensis fue descubierta en  1995 esta nueva especie 

también tiene características propias que la hacen de interés como la capacidad 

de generar resistencia a fluconazol así como a otros azoles, cuando el paciente se 

encuentra en tratamiento con estos fármacos posee la habilidad de aumentar su 

adhesión a los tejidos del hospedero al contrario de lo que ocurre con Candida 

albicans por lo que después de un tratamiento prolongado con azoles se produce 

un recambio de la microbiota de las mucosas por Candida dubliniensis. También 

se encuentra su habilidad de producir biofilms en conjunto con células de la misma 

levadura y con algunas bacterias, característica que le confiere protección contra 
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el ataque de neutrófilos así como de diversos fármacos que se utilizan en el 

tratamiento de infecciones ocasionadas por la misma. Esta levadura como las 

demás del genero Candida es una levadura oportunista y ataca principalmente a 

pacientes con problemas de inmunosupresión y fue descubierta y aislada por 

primera vez de pacientes infectados con VIH. 1-6 

Al realizar el estudio no se enfoco en los aislados de pacientes que presentaban 

algún tipo  de inmunosupresión debido a que era de interese saber si alguno de 

los aislados que previamente se habían tipificado como Candida albicans era en 

realidad una Candida dubliniensis. El rango de edad de los pacientes fue de los 0 

hasta los 18 años y la edad promedio fue de 5.8 años. El género en los pacientes 

no se considera como un factor de importancia para el desarrollo de una infección 

por estas levaduras. 

En la prueba de crecimiento solo cinco de los 90 aislados utilizados para el estudio 

no presentaron crecimiento esta prueba puede ser realizada también a 45 ° C pero 

se escogió esta temperatura como la más adecuada ya que es una temperatura a 

la cual las cepas de Candida albicans continúan desarrollándose mientras que las 

cepas de Candida dubliniensis dejan de crecer.41,44,56 

Las pruebas de morfología colonial, la formación de clamidoconidios en agar Staib 

y en el Agar de Pal fueron de gran importancia debido a que se realizaron dos 

metodologías paralelas una colocando el cubreobjetos sobre las colonias con 48 

horas de antelación y una segunda donde se colocaba una gota de azul de 

lactofenol y el cubreobjetos transcurridas las 48 horas de incubación. 

Para la cepa ATCC de Candida dubliniensis así como para las dos cepas ATCC  

de Candida albicans se obtuvieron los resultados esperados. En el caso del 

crecimiento en el agar Staib Candida dubliniensis creció como colonias blancas y 

cremosas que presentaban a su alrededor un halo de pseudohifas que daban esa 

apariencia de “araña” a la colonia, al observar microscópicamente se observaron 

clamidoconidios en ambos cubreobjetos en el colocado 48 horas antes y en el que 

se coloco una gota de azul de algodón y el cubreobjetos transcurrido el tiempo de 
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incubación,  cabe mencionar que no eran tan abundantes como sugeriría las 

características macroscópicas. 

Las colonias de Candida albicans que crecieron en agar Staib poseían al igual que 

Candida dubliniensis colonia con aspecto cremoso con la diferencia de que estas 

colonias no presentaban ese halo característico que era evidente en las colonias 

de Candida dubliniensis. Al examen directo en el caso de las colonias donde se 

coloco la gota de azul de lactofenol se observaron únicamente blastoconidios en 

los campos analizados. Por otro lado en el cubreobjetos que se coloco 48 horas 

antes se observó algo muy distinto, ya que había formación de pseudofilamentos y 

presencia de blastoconidios esto se presento en ambas cepas ATCC de Candida 

albicans. 

En el caso de las morfología en el agar de Pal las características de las cepas 

ATCC fue muy similar, las colonias de Candida dubliniensis se desarrollaron como 

colonias rugosas con presencia de un halo de pseudofilamentos alrededor de las 

colonias y al examen microscópico se observó la presencia de pseudohifas así 

como la formación de algunos clamidoconidios esto se apreció nuevamente en 

ambos cubreobjetos. 

La morfología de las cepas ATCC de Candida albicans en el agar de Pal fue la 

misma que la encontrada en el agar de Staib y se presentó el mismo fenómeno 

donde las colonias que se encontraban debajo del cubreobjetos por 48 horas 

desarrollaban pseudofilamentos pero no clamidoconidios. 

De las 90 cepas de pacientes analizadas en este estudio solo 3 desarrollaron 

escasas pseudohifas alrededor de las colonias tanto en el agar de Pal como en el 

agar Staib al realizar el análisis microscópico de las mismas solo se hallaron 

pseudofilamentos y blastoconidios en ambos casos tanto para los cultivos con el 

cubreobjetos colocado 48 horas antes como el que tenia la gota de azul de 

lactofenol. Las demás sepas poseían una morfología similar a las cepas ATCC de 

Candida albicans es importante señalar que en estas cepas el mismo fenómeno 
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donde había diferencia entre el cubreobjetos colocado antes y el que se coloco en 

el momento fue observado. 

Las diferencias en los resultados obtenidos entre las metodologías puede ser 

debido a los factores que se necesitan para la formación de las pseudohifas, como 

se sabe la formación de clamidoconidios  está regulada por el estrés, al colocar el 

cubreobjetos con 48 horas de antelación se produce un microambiente donde la 

concentración de oxígeno es menor, provocando que el estrés para las células 

que se encuentran dentro de ese microambiente sea mayor y produzcan 

pseudohifas. Algunos autores reportan que después de 3 días dentro de este 

medio algunas cepas de Candida albicans también pueden llegar a presentar 

clamidoconidios por lo que es de vital importancia tener en cuenta los tiempos y 

las condiciones en las cuales se realiza el ensayo.  

Las cepas de pacientes que se probaron en API ID 32 fueron  identificadas como 

Candida albicans hay que considerar que en esta prueba la asimilación de la 

xilosa es una prueba para discernir entre las dos especies y que las especies 

sospechosa fueron capaces de asimilar dicho carbohidrato presentando 

crecimiento en esta cúpula. 

Todos estos factores nos hacen pensar que la formación de pseudohifas 

observada en estas tres cepas  en el agar Staib así como en el Agar de Pal se 

debió a que las cepas se encontraban estresadas por condiciones como al 

temperatura, las resiembras que se realizaron para mantener las cepas viables o 

bien algún tratamiento previo con agentes anti fúngicos en los pacientes que en 

ocasiones no se encuentra referido en la requisición y en este caso seria de 

importancia.  

De las tres cepas que presentaron características similares a las de Candida 

dubliniensis la 11059 provenía de muestra de FRU de una tiña de los pies lo que 

puede sugerir que se trate en realidad de Candida albicans y haya sido el cambio 

de condiciones lo que estreso a la levadura y dio los resultados observados. Se 

tiene reportado un caso donde hubo un aislamiento de Candida dubliniensis uñas 
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de un paciente en la India. Para la identificación de esta solo usaron el desarrollo 

en agar Staib como prueba confirmatoria.  

La cepa 11/17 por su parte provenía de un paciente con Fibrosis quística de una 

muestra de aspirado nasofaríngeo (ANF), Wahab reporta en un estudio realizado 

en estos pacientes que Candida dubliniensis fue la levadura predominante 

encontrada en vías respiratorias bajas y que al parecer se debe a una mayor 

capacidad de adherencia,  que como se menciono previamente  se presenta con 

el tratamiento con algunos azoles. 

Así mismo la cepa 11/15 provenía de una paciente con Tumor de Willms de una 

secreción bronquial.  Estos pacientes forman también parte de los grupos de 

riesgo de infección por Candida y que se encuentran comúnmente sujetos a 

tratamientos para evitar infecciones. 

Con lo dicho anteriormente las cepas 11/15 y 11/17 se podrían tratar en realidad 

de Candida dubliniensis pero debido a los factores ya explicados presentaron 

características fenotípicas alteradas que pudieron llevarnos a la falsa identificación 

como Candida albicans, lo oportuno seria realizar algún estudio de biología 

molecular a estas dos cepas como PCR o bien espectrometría de masas (MALDI-

TOF) para asegurar la identidad de las mismas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wahab%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24780917
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11.- CONCLUSIONES. 

 

De las 90 cepas probadas solo 3 de estas presentaron características parecidas a 

las de Candida dubliniensis, sin embargo al realizar la identificación con API ID 32 

las cepas se clasificaron como Candida albicans. Las características de los 

pacientes, así como el origen de los materiales biológicos nos llevan a pensar que 

sería oportuno realizar alguna técnica de biología molecular a estas cepas. 

Las pruebas de biología molecular siguen siendo el estándar de oro para le 

identificación de especies tan relacionadas como Candida albicans y Candida 

dubliniensis, sin embargo las pruebas fenotípicas existentes en conjunto con la 

historia clínica del paciente nos pueden orientar para identificar estas especies. 

 

La diferenciación de estas dos especies es de gran importancia debido a las 

características propias de Candida dubliniensis como su capacidad de generar 

resistencia a los azoles, así como la de incrementar su adherencia a las células 

del huésped cuando Candida albicas generalmente presenta el fenómeno 

contrario. 

 

Los tiempos así como las condiciones en las que se realizan las pruebas son de 

vital importancia para su interpretación como se pudo observar en la prueba de 

formación de pseudohifas y clamidoconidios donde se determino que variando las 

condiciones se pueden observar resultados muy diferentes. 

Se pueden realizar combinaciones de algunos de estos métodos con la finalidad 

de obtener mayor información, como usar medio cromogénico en conjunto con 

agar de Pal, o bien las pruebas de asimilación de Xilosa o desarrollo en medio 

hipertónico y el crecimiento a altas temperaturas. La correlación de las pruebas 

ayuda a una correcta identificación.  
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12.-ANEXO 

 

Tabla 5. Datos obtenidos de los pacientes de los que se obtuvieron las cepas. 

No. 

Cepa 

No 

Micológico 

Servicio Cama Muestra Edad Sexo Diagnostico No. 

registro 

1 01/13 Infectología 461 Orina 1 año M Fiebre sin foco 442209 

2 02/33 Cirugía 252 Orina 8 años M no referido 445912 

3 12/26 Oncología 210 Secreción 11 años M Absceso abdominal 450342 

4 11059 Dermatología EXT Escamas piel 14 años m Tiña de los pies 440822 

5 01/36 Cardiología 234 Orina 2 años M no referido 478943 

6 01/37 UTIP 280 AB 6 años M Neumonía 482645 

7 01103 Neonatología 352 orina 27 días M Encefalitis 482361 

8 11061 Neumología EXT ANF 10 años M Asma 460045 

9 11/32 UCICV 288 Aspirado 

Traqueal 

Sin dato M Neumología 481415 

10 01008 Hematología 315 Cavidad Oral 3 años M Hemofilia A 481460 

11 01/18 ]Neonatología 352 AB 15 días M Neumonía 482361 

12 01/33 UTIP 280 AB 6 años M Neumonía 482645 

13 01/02 Infectología Sin dato esputo Sin dato M no referido 468474 



 

92 
 

14 01/03 Neonatología 351 AB RN F neumonía 482393 

15 01/25 Hematología 314 orina 3 años F IVU Sin dato 

16 01/30 Neumología Sin dato ANF Sin Dato F FQ 454078 

17 01/09 Cirugía 253 Secreción  

absceso 

11 años M Linfoma 450342 

18 11021 Neumología EXT AB 6 años M no referido 473994 

19 01119 Neonatología 352 Orina 29 días M Encefalitis 482361 

20 08/20 UTIP 280 Orina 3 meses M no referido 485370 

21 08/21 UTIP 280 Orina 3 meses M Sepsis s/foco 485371 

22 08/08 UTIP 280 Orina 2 meses M Fiebre S/foco 485370 

23 08134 Neumología 269 AB 3 años M Mucormicosis 481489 

24 08097 UTIP 285 Secreción 4 años M Mucormicosis 481489 

25 08/15 UTIP 280 Orina 2 meses M IVU 485370 

26 09069 Neurología 106 Orina 1.5 años M Infección hongos 483587 

27 08/16 Hospitalización EXT Aspirado 

Faríngeo 

Sin dato F no referido Sin dato 

28 09053 Neonatología 350 Orina 63 días F NEUMONIA 485257 

29 07/10 Infectología 423 Sangre 4 años M Ventriculitis 484553 

30 09/14 Neurología 101 Orina 3 años M IVU 4675556 

31 08130 Neumología 235 ANF 7 años F FQ 454078 
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32 09015 Urgencias 2 CB 17 años M DM 416641 

33 07/16 Infectología 423 Sangre 5 meses M Ventriculitis 484553 

34 09/06 Infectología 454 Orina 3 años M no referido 469024 

35 09/09 nefrología EXT Orina 13 años M TR 485065 

36 09080 Infectogía 470 Orina 3 años 9 

meses 

F LAL 479715 

37 09040 neonatología 350 Orina 62 días F Neumonía 485257 

38 08107 Neumología EXT ANF 8 años F FQ 455826 

39 08123 Neumología 235 LBA 7 años F FQ 454078 

40 07/09 Infectología 466 Orina 17 años F IVU 414365 

41 10123 (2) Nefrología EXT Secreción 

Vaginal 

3.5 años F Trasplante Renal 457606 

42 10138 Otorrino 219 Escamas 14 años M Tinea Capitis 481180 

43 10143 Inmunología 306 CB 5 años F LES 481368 

44 10146 (2) Infectología 466 Orina 6 meses M Diagnostico Conocido 481477 

45 10/46 UTIP 287 Orina 15 años M Post Operación Cierre 

Auricular 

385864 

46 10/52 Neumología 235 ANF 14 años F FQ 424809 

47 10/57 Infectología 464 Orina 12 años F Acidemia 408373 

48 10/59 Urgencias 9 Secreción 12 años M CC 477585 
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Bronquial 

49 11/01 Inmunología 306 Orina 9 años F LES 481368 

50 11/06 Neumología SD ANF 16 años M FQ 450145 

51 11/07 Neumología 235 ANF 18 años F FQ 424803 

52 11/08 Neumología 238 Secreción 

Traqueal 

1año F Traquendobronquitis 480779 

53 11/10 Neumología EXT ANF 7 años F FQ 455826 

54 11/11 Neumología EXT ANF 6 años M Neumopatía 477583 

55 11/14 Infectología 406 Orina 6 años M Diagnostico Conocido 481477 

56 11/15 UTIP 273 Secreción 

Bronquial 

2 años F Tumor de Willms 480537 

57 11/17 Neumología EXT ANF 6 años F FQ 454078 

58 11/18 Neumología SD ANF 11años F no referido 408407 

59 11/26 Neumología EXT ANF 18 años F FQ 362973 

60 11/27 Neumología 235 ANF 6 años F FQ 424809 

61 11/30 Infectología 436 Orina 6 meses M Neumonía 478763 

62 11/31 Infectología 445 Orina 1 mes F Pielonefritis 481158 

63 11/33 Neumología 289 A. Bronquial 6 meses M Endobronquitis 480617 

64 11/34 Neumología 288 A. Bronquial Sin dato M SD 481415 

65 11/36 Neumología EXT ANF 16 años M FQ 420701 
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66 11/35 UCICV 289 Secreción 

Bronquial 

6 meses M Neumonía 480617 

67 11/38 Sin dato 477 Secreción 

eritema 

10 

meses 

F no referido 477790 

68 12/25 Oncología 337 Sangre 4 años F Sepsis 469298 

69 12/28 Oncología 337 Sangre 4 años F Glioblastoma 469298 

70 12/34 Quirófano 253 Sangre 11 años M Linfoma 450342 

71 12050 UCICV 287 Orina 6 meses M Insuficiencia cardiaca 478943 

72 12079 Cardiología 230 Orina 7 meses  M Insuficiencia cardiaca 478943 

73 01/07 Infectología 432 Orina 14 años F Lam 470782 

74 01/10 Cirugía 233 Absceso 

Hepático 

11años M Absceso Hepático 450342 

75 01/12 Urgencias EXT Secreción 

Bronquial 

Sin dato M no referido 482426 

76 01/17 Neumología EXT ANF 8 años M FQ 451767 

77 01/23 Cirugía 253 Orina 2 años F IVU 482493 

78 01/31 Neonatología 386 Aspirado 

bronquial 

3 meses F no referido 481407 

79 01/34 Inmunología EXT ANF Sin dato F no referido 482296 

80 01019 Urgencias 2 Orina 5 años F Colitis neutropenica 480095 
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81 01032 Infectología 432 Orina 14 años F Neutropenia 470782 

82 01052 Infectología 461 Orina 11 

meses 

M no referido 482209 

83 01055 Neumología EXT ANF 12 años F FQ 455149 

84 01088 Infectología 424 Orina 3 meses F Osteomielitis 481481 

85 01102 Inmunología 223 Cavidad oral 9 meses F Neutropenia 482718 

86 01106 Infectología 424 Orina 3meses F Panosteomielitis 481481 

87 01/09 Cirugía 253 Secreción 

absceso 

11 años M Linfoma 450342 

88 01/22 Urgencias 8 Orina 1 mes M I.V.U. 482586 

89 01047 Infectología Sin dato Orina 14 años F LAM 470782 

90 01114 Infectología Sin dato Orina 3 meses F Panosteomielitis 481481 
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Material. 

 

 Portaobjetos  

 Cubreobjetos 

 Asa bacteriológica  

 Mechero 

 Tubos de ensaye 12 x 75 

 Tubos de ensaye 16 x 150 

 Pinzas  

 Alcohol  

 Gradillas metálicas  

 Mataraces Erlenmeyer de 500 mL y 1000mL 

 Embudo 

 Gasas 

 Papel Filtro 

 

Equipo. 

 

 Estufa 37 °C 

 Estufa 45 °C 

 Balanza granataria 

 Incubadora 28°C 

 Microscopio óptico 

 Refrigerador 

 Centrifuga 

 

Reactivos 

 KOH 20% 

 Azul de Lactofenol 

 Estandar de McFarland  2.0 
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 Cepas ATCC 

 Candida albicans 66028 

 Candida albicans 90028 

 Candida dubliniensis CD 36 

 
Medios de cultivo 

 

Agar Sabouraud dextrosa modificado Emmons (SDA) 

Formula 

Digerido pancreático de caseína                  5.00g 

Digerido pancreático de tejido animal          5.00g 

Dextrosa                                                     40.00g 

Agar                                                            15.00g 

Agua destilada                                          1000mL 

 

CHROMagar Candida Medium 

Formula 

Cromopectona                                            10.00g 

Mezcla cromogénica                                    2.00g 

Dextrosa                                                     20.00g 

Agar                                                            15.00g 

Cloranfenicol                                               500mg 

Agua destilada                                          1000mL 
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Agar Staib. 

El agar Staib se preparó pesando 50 g de semillas de alpiste negro y licuándolas, 
para posteriormente ponerlas a hervir en un 1L de agua destilada. Se puso a 
hervir durante treinta minutos y se dejó enfriar. Se filtró dos veces y se agregó 1g 
de glucosa, 1 g de fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) y 1 g de creatinina, se 
ajusta el volumen a 1 L y el pH a 5.5. Agregar 15 g de agar. Esterilizar a 110 °C 
durante 20 minutos. Se vertió en cajas Petri desechables 

 

Agar de Pal. 

El agar Pal se preparó pesando 50 g de semillas de semillas de girasol con 
cascara y licuándolas finamente, para posteriormente ponerlas a hervir en un 1L 
de agua destilada. Se puso a hervir durante treinta minutos y se dejó enfriar. Se 
filtró dos veces y se agregó 1g de glucosa, 1 g de fosfato de potasio monobásico 
(KH2PO4) y 1 g de creatinina, se ajusta el volumen a 1 L y el pH a 5.5. Agregar 15 
g de agar. Esterilizar a 110 °C durante 20 minutos. Se vertió en cajas Petri 
desechables. 
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