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1.- Resumen

La candidosis vaginal es una infeccidén ginecolégica frecuente y en la que cada vez
son mas los factores que vuelven a una mujer susceptible a adquirirla. Los signos 'y
sintomas de la candidosis vaginal suelen pasar desapercibidos por las pacientes e
incluso confundirse con algin otro tipo de infeccion, la sintomatologia comun
incluye: leucorrea ligeramente acuosa o muy espesa y abundante, prurito vulvar,
dispareunia, disuria y enrojecimiento de las mucosas genitales debido a la
inflamacion en la zona. Las pacientes de las cuales se obtuvieron las 200 muestras
estudiadas fueron 76.5% embarazadas y 23.5% no embarazadas, las cuales
acudieron por orden medica al laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del
Instituto Nacional de Perinatologia, Isidro Espinosa de los Reyes, donde se les tomd
una muestra de exudado cervicovaginal y se procesaron de manera habitual
corroborando lo resultados obtenidos a través de ciertos criterios que se agregaron
al examen en fresco, tincién de gram y cultivo en medios selectivos y diferenciales

como el cromoagar orientador para levaduras.

Por lo tanto, si ho existen signos y sintomas clinicos que den indicio de una infeccion
vaginal causada por levaduras, asi como evidencia diagndstica que establezca la
presencia de ellas durante el andlisis de las muestras obtenidas, entonces se
descarta la posibilidad de que la paciente curse por una candidosis vaginal; por esta
razén no debe otorgarse un resultado apresurado y sin una evaluacién de la muestra
ginecolégica. Debido a que esto ocurre con frecuencia, se realizé la técnica de
examen en fresco por duplicado para todas las muestras ya que en la segunda
revision se agrego a la preparacion Hidréxido de potasio (KOH) al 40% lo cual ayudo
a clarificar la muestra y detectar facilmente la presencia de estructuras
levaduriformes en los casos positivos, siendo este el primer indicio de que la

infeccion se encuentra activa. (Hanon, 2012)

Los resultados indicaron que la candidosis vaginal tiene mayor frecuencia en
pacientes embarazadas y en edad reproductiva, entre 25 y 34 afios de edad que es
la etapa en la que la mujer se encuentra expuesta a mas factores de riesgo para

adquirir la infeccidn; sin embargo influy6é también el estado de salud de las pacientes
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y hubo mayor frecuencia en pacientes con diabetes, obesidad y VIH ya que el
género Candida se incluye dentro de los hongos oportunistas afectando
principalmente a pacientes inmunocomprometidas, siendo Candida albicans el
principal agente etioldgico de la infeccion, seguido de Candida glabrata, Candida
krusei y Candida parapsilosis respectivamente.

Fue de gran utilidad el uso del sistema automatizado Vitek 2 compact para confirmar
género y especie, asi como panel de sensibilidad a antifungicos donde se determiné
que el 96% de ellas resultaron sensibles y el 4% restante resistentes a pesar de que
no se probaron todos los antifiungicos de uso comun ya que se recomienda
reservarlos para casos de recidivas frecuentes, fallas terapéuticas o cuando el

médico tratante lo solicite.

La mayoria de los casos de candidosis vaginal no llegan a complicaciones mayores,
pero si es frecuente la resistencia a los tratamientos comunes, esto se debe
principalmente al uso indebido de estos medicamentos que son de venta libre y
administrados de forma empirica, por lo que es importante confirmar el diagnostico
en el laboratorio. En este trabajo de investigacion, los antifingicos con mayor
relevancia en el tratamiento de la infeccion fueron clotrimazol, isoconazol,

ketoconazol, fluconazol, nistatina e itraconazol respectivamente.

Es importante la deteccion correcta de candidosis vaginal porque en México existe
un aumento en los casos de mujeres con esta infeccidn, sobre todo en pacientes
embarazadas, lo cual implica un riesgo mayor para la poblacion afectada y un reto
para las instituciones de salud ya que no hay estudios reelevantes que generalicen
el tema a nivel nacional donde se exponga la situacion epidemiolégica actual,
protocolos para mejorar las técnicas de diagndstico y la importancia de administrar
el tratamiento adecuado para cada situacién. Por estas razones, en el presente
trabajo se exponen dichos aspectos para una poblacion en particular, pero cuyos
resultados obtenidos son utiles para proximas investigaciones y para conocer
aspectos importantes que deben tomarse en cuenta para la deteccion de candidosis

vaginal.
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2.- Introduccion

Las infecciones vaginales por hongos levaduriformes del género Candida
representan la causa de millones de consultas médicas por afio, haciendo de los
antimicoticos de venta libre contra estas infecciones de los medicamentos con
mayor demanda en los ultimos afios. Candida albicans es la especie més frecuente
y causa del 85 al 90% de los casos, mientras que las infecciones por otras especies
como Candida glabrata suelen ser mas resistentes a los antimicéticos por lo que

producen infecciones cronicas y recurrentes. (Tortora, Funke & Case, 2013)

Debido a que la candidosis vaginal recurrente tiende al incremento, durante la
practica clinica se ha convertido en un desafio llegar al diagnéstico correcto y
manejo de la misma para los profesionales de la salud, por lo que las instituciones
se han dado a la tarea de innovar o ensayar con nuevos protocolos terapéuticos y

enfocados a obtener un resultado confiable. (Hanon, 2012)

El contenido de este trabajo comprende los criterios diagndsticos que se evaluaron
dentro del laboratorio de Microbiologia y Parasitologia para la deteccion de
candidosis vaginal en mujeres atendidas por el Instituto Nacional de Perinatologia,
Isidro Espinosa de los Reyes (INPer) ubicado en Montes Urales N°800, Lomas
Virreyes en la Ciudad de México y cuya mision es coadyuvar en la mejora de la
calidad de vida y salud de la poblacion mediante el desarrollo de lineas de
investigaciéon y la formacion de recursos humanos en el ambito de la salud
reproductiva y perinatal, apoyados en el otorgamiento de una atencién integral,
oportuna, eficaz y de calidad dentro del marco de las politicas nacionales de salud.

La recoleccion de muestras comprendié varios meses, comenzando en octubre de
2016 y culminando en enero de 2017, ya que en el laboratorio se realiz6 diariamente
el procesamiento de todas las muestras de exudado cervicovaginal tanto de
consulta externa como de pacientes hospitalizadas hasta alcanzar 200 muestras
positivas a candidosis vaginal, el cual fue un niumero representativo para el analisis
de datos y 6ptimo en cuanto a los recursos del laboratorio. La revision diaria de las

muestras tuvo como objetivo obtener un diagndstico preciso que beneficio tanto a
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médicos como a pacientes y por supuesto contribuyé a la mejora continua del

Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia.

Se logro la deteccion a tiempo y sobre todo correcta de candidosis vaginal en
mujeres tanto embarazadas como no embarazadas que son pacientes del INPer.
Esto a través de evaluar cada uno de los pasos a seguir durante las técnicas
utilizadas para su diagnostico como lo fueron: examen en fresco, tincion de Gramy
siembra de las muestras en medios de cultivo; cada una de ellas se realizé de la
forma cotidiana por el laboratorio, sin embargo se aplicaron criterios basados en los
diversos fundamentos consultados y los cuales apoyaron de manera significativa al
diagnéstico con la ventaja de que se modificaron ligeramente las técnicas

habituales.

La candidosis vaginal es una infeccion comun, por la que la mayoria de las mujeres
han pasado, sin embargo, no por eso toma menos fuerza a nivel clinico ya que esta
puede complicarse o traer consecuencias graves en las pacientes susceptibles,
sobre todo tomando en cuenta el tipo de pacientes atendidas en el INPer, las cuales
en su mayoria se encuentran embarazadas y ademas con algun otro tipo de
inmunosupresién o padecimiento que las pone en riesgo ante cualquier infeccién y

es ahi donde la deteccion de candidosis cobra la importancia que se le debe dar.

De esta manera, aun cuando no existen signos y sintomas clinicos caracteristicos
de la infeccion debe realizarse la determinacion diagnostica en el laboratorio para
descartar o confirmar la candidosis. Asi, la primera prueba a realizar es el examen

en fresco que ayuda a determinar si la infeccion se encuentra activa. (Hanon, 2012)

La tinciébn de Gram sirvié de apoyo al examen en fresco ya que se pudieron observar
micoscopicamente las mismas estructuras levaduriformes en el caso de muestras
positivas, donde se habla de infeccién cuando el nUmero de levaduras supera cuatro
por campo o/y hay presencia de pseudohifas o pseudomicelios, asi como otros
criterios que comprueban las sospechas de que la infeccién esta presente, como lo

son aumento de leucocitos y descenso de lactobacilos de biota habitual.
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A pesar de que los criterios ya mencionados son basicos para establecer el
diagnostico de candidosis vaginal, este no debe ser confirmado hasta obtener un
desarrollo significativo de colonias pertenecientes al género Candida sobre los
medios de cultivo necesarios para confirmar o descartar su presencia. Basicamente
los medios utilizados permiten el aislamiento de las levaduras, sin embargo durante
esta investigacion se agreg6 una placa de cromoagar orientador para levaduras,
cuyo uso no se habia implementado de manera frecuente en el laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia del INPer pero incluirlo en el procesamiento de
muestras de exudado cervicovaginal fue de gran apoyo para orientar hacia el género
y especie de la levadura que actu6 como agente patdbgeno en cada caso ya que su
fundamento se basa en el uso de compuestos cromogénicos que son utilizados
como sustratos por enzimas propias de cada especie, liberando asi una coloracién
diferente que se aprecia sobre las colonias a partir de las primeras 24 horas.
(Hanon, 2012)

Un buen diagndstico y entregado a tiempo es de suma importancia para las
decisiones médicas que se toman dia con dia, por lo que el uso de nuevos métodos
diagnésticos va a alza, sin embargo dentro de las instituciones de salud muchas
veces se cuenta solo con los recursos minimos necesarios para abastecer la gran
demanda de pacientes, por lo que la optimizacion de recursos e innovacion por parte
de los profesionales de la salud es una parte importante para mantener una buena
calidad en los procesos realizados por el laboratorio. (Pineda, Cortes, Uribarren, &
Castafion, 2017)

Las levaduras del género Candida causan enfermedades en los humanos, las
cuales son muy diversas en cuanto al sitio anatémico afectado ya que abarcan
desde infecciones superficiales no graves, hasta sistémicas e incluso mortales. En
este caso, la candidosis vaginal es una infeccion no considerada como incapacitante
pero suele causar sintomas molestos que alteran la conducta y habitos diarios de
las pacientes que si no son tratadas a tiempo pueden persistir o incluso desaparecer
pero provocar un dafio mayor a largo plazo. Actualmente en México, dicha infeccion

se considera la Unica micosis de reporte obligatorio ante las autoridades sanitarias
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debido al incremento en los casos, sobre todo en mujeres inmunocomprometidas
para las cuales existe un riesgo mayor de recidivas y complicaciones; esta es una
de las razones por las cuales se efectud el presente trabajo en el cual la revisién de
libros y articulos fue relacionada a los datos obtenidos durante la practica para dar
a conocer aspectos importantes sobre la infeccion vaginal causada por Candida
spp. ofreciendo informacién util acerca de la frecuencia presentada por esta
infeccion en las pacientes del Instituto Nacional de Perinatologia, Isidro Espinosa
de los Reyes. (Pineda et al., 2017)

Uno de los objetivos de revisar minuciosamente cada una de las muestras de
exudado cervicovaginal es estudiar los aspectos a considerar, asi como dificultades
que se dan dia a dia al aplicar los diferentes métodos diagndsticos y tomando en
cuenta que el laboratorio es la base para que el medico aplique el tratamiento
adecuado, por lo que simultaneamente a la identificacion de género y especie,
también se realizo el panel de sensibilidad a fluconazol, voriconazol, caspofungina,
micafungina, anfotericina B y flucitocina por el método automatizado del sistema
Vitek 2 compact, esto se efectué para cada una de las muestras positivas a
candidosis vaginal, lo cual arroja datos de utilidad para conocer la situacion de esta

micosis en México. (Pineda et al., 2017)

Los resultados obtenidos demuestran que C. albicans sigue prevaleciendo como el
principal agente etioldgico en infecciones vaginales abarcando un 73% de los casos
estudiados en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Instituto Nacional
de Perinatologia, siguiéndole en frecuencia C. glabrata con un 25%, C. krusei con
1.5% y en menos cantidad de casos C. parasilopsis en 0.5%. En gran medida estos
datos se deben a que C. albicans es una levadura que forma parte de la de la flora
normal de la vagina y en pequefas cantidades logra una interaccion equilibrada con
la mayor cantidad de lactobacilos que existen en la vagina. Sin embargo, cuando
ese equilibrio se rompe como ocurre durante el tratamiento antibacteriano intensivo,
C. albicans se multiplica sin restriccion, causa respuesta inflamatoria y se pueden
presentar los sintomas; por lo tanto, las infecciones causadas por la especie suelen

ser el resultado de sobrecrecimiento del microorganismo cuando se suprime la
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microflora competitiva con antibiéticos u otros factores. (Nester, 2007; Tortora et al.,
2013)

Las especies diferentes a C. albicans suelen aparecer como agente etiologico de la
infeccion en mujeres inmunocomprometidas donde el microorganismo al ser un
hongo oportunista encuentra en el ambiente vaginal las condiciones 6ptimas para
desarrollarse y aprovechar el mal estado de la paciente; sin embargo en la mayoria
de los casos la inoculacion es accidental, es decir a través de instrumentos
ginecologicos, manos de médicos y enfermeras o algun otro material que haya
estado en contacto con el microorganismo. Desafortunadamente en México son
muy pocos los casos en los que se efectla la identificacion de la especie involucrada
y por lo tanto es dificil darle a la candidosis vaginal la importancia epidemiolégica
que deberia porque el conocer la especie causante de la infeccion y darle un
seguimiento es la base para investigar las causas de la infeccidn, los factores que
aumentan el riesgo de contagio y determinar si la enfermedad es prevenible o

controlable sobre todo en las especies menos frecuentes. (Pineda et al., 2017)

Entre los factores que pueden explicar la mayor frecuencia de estas infecciones se
incluyen principalmente el aborto, el aumento de las exploraciones diagndsticas
ginecoobstétricas y de las intervenciones quirdrgicas vaginales porque es en todos
estos procedimientos donde se puede alterar la biota habitual del aparato
reproductor femenino en forma significativa y ademas existe el riesgo de introducir
gérmenes patdgenos externos. También existen otros factores que predisponen a
la mujer a contraer la infeccion, tales como el uso de dispositivos intrauterinos,
duchas vaginales, uso tdpico vaginal o sistémico de antibiéticos debido a la
eliminacibn de bacterias vaginales comensales en mujeres previamente
colonizadas, la conducta sexual promiscua y sin proteccion, tratamientos
hormonales, estrés cronico y depresion del sistema inmunologico el cual se da ante
un embarazo o enfermedades como diabetes mellitus y el sindrome de

inmunodeficiencia adquirida. (Mondejal, 2010)

Ademas de los factores ya mencionados, se han reportado casos que indican

multiples factores que predisponen a la mujer a adquirir la infeccién, la resistencia
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a la insulina y dietas con alto contenido de carbohidratos, la distancia ano-vaginal
corta, la higiene vaginal con jabones perfumados, bafio de burbujas, depilacién
genital, historia previa de vaginitis bacteriana, uso de toallas y tampones durante el
periodo menstrual, dermatosis de vulva, terapia de reemplazo hormonal y uso de
corticoterapia prolongada se deben considerar factores de riesgo para que se

presente recurrencia de candidosis vaginal. (Pineda et al., 2017)

La candidosis vaginal es una infeccion muy comun que segun diversos estudios
afecta al menos al 50% de las mujeres una vez en su vida y en la mayoria de los
casos existe un segundo episodio después del primer cuadro clinico. A pesar de
que esta informacién se encuentra disponible y es ampliamente difundida, en
México no existen estudios representativos de la frecuencia de la colonizacion
vaginal por el género Candida en la poblacion general porque no se le ha dado la
importancia debida a pesar de que el aumento en los casos es reflejado en las
diversas investigaciones realizadas por las instituciones de salud que de manera
particular contribuyen con datos recientes y de importancia acerca del tema
enfocando sus objetivos en diversas ramas del &mbito clinico, epidemiolégico y
diagnéstico como es el caso de este estudio donde su realizacién brinda apoyo
principalmente a los quimicos y demas profesionales involucrados en el diagnostico
microbiolégico haciendo uso de las técnicas aqui mencionadas y obteniendo
resultados parecidos a los reportados, lo cual beneficia principalmente a las
pacientes ya que es una contribucion mas al largo camino que falta por recorrer en
cuanto a la investigacion del tema, que se ha convertido en un problema de salud

publica en México.. (Solis et al., 2014)

Debido a que la candidosis no siempre tiene el caracter de infeccion de transmision
sexual, resulta muy dificil distinguir dichas infecciones entre si solo basandose en
la sintomatologia de la paciente; por lo tanto, en estos casos es absolutamente
necesario fundamentarse en la exploracion y el estudio microbiolégico para
establecer el diagndstico, sobre todo cuando se trata de mujeres embarazadas ya
gue a pesar de la elevada prevalencia de vaginitis por Candida en sus diversas
especies, en las mujeres embarazadas las complicaciones son de baja frecuencia;

sin embargo, debe tomarse el problema con responsabilidad dado que en los casos

16



donde la mujer experimenta parto natural puede transmitirse la infeccion al neonato
y progresar a una enfermedad sistémica, particularmente si es un bebé prematuro.
(Jasso, 2011; Perea, 2010)

Un obstaculo comun para la deteccion de candidosis vaginal es que todas las
infecciones del aparato genital femenino presentan una sintomatologia que puede
ser comun, como disuria, polaquiuria, prurito vulvar, dispareunia y leucorrea; sin
embargo, solo la mitad de las mujeres tienen sintomatologia caracteristica de
infeccion vaginal por Candida spp., la cual se caracteriza por la existencia de flujo
abundante blanquecino o amarillento y con grumos, acompafado de prurito intenso
e inflamacion que en casos extremos llega a provocar fisuras vulvares o vaginales.
Entonces, ante una mujer con sintomatologia de infeccion del tracto urogenital
inferior se debe diferenciar si existe cistitis, uretritis, vaginitis o cervicitis ya que el
conocer la etiologia precisa de la enfermedad permite establecer un tratamiento

adecuado el cual debe ser apto para la condicién de cada paciente. (Perea, 2010)

Las manifestaciones de la candidosis vaginal van desde la colonizacion
asintomatica hasta la sintomatologia severa, por lo tanto la presentacién de la
enfermedad se clasifica en complicada o no complicada. La primera es grave y
puede estar producida por especies diferentes a C. albicans, cominmente ocurre
en mujeres diabéticas no controladas, inmunodeprimidas y embarazadas; se puede
encontrar como severa cuando en la exploracion se observan eritemas, edemas o
fisuras, siendo también recurrente cuando ha habido 4 o mas episodios de
candidosis en un periodo de un afio. Mientras que la no complicada es episédica y
se presenta en mujeres previamente sanas con sintomatologia de leve a moderada

y sin antecedentes de sintomas frecuentes. (Diaz, et al., 2010; Hanon, 2012)

La candidosis vaginal aguda es la presentacion clinica mas usual y se caracteriza
porque la paciente refiere prurito, dolor vaginal, ardor, dispareunia, disuria y olor
levemente desagradable en la zona; es en estos casos donde en la exploraciéon
fisica se detectan fisuras, lesiones, placas amarillentas o blanquecinas en las
paredes de la vagina y cuello uterino y descarga vaginal abundante que varia de
acuosa a grumosa y espesa. El problema de los episodios agudos de candidosis

vaginal radica en que la mayoria son auto medicados con antimicéticos comunes
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comercialmente o manejados empiricamente por los médicos basandose en signos
y sintomas pero sin la obtencion muestra que confirme el agente etiologico de la
infeccion a través de cultivos, lo cual repercute indudablemente en las pacientes ya
gue dichos factores favorecen a la aparicion de candidosis vaginal recurrente donde
se pueden llegar a presentar hasta cuatro episodios al afio y es entonces cuando
se vuelve una infeccion crénica mal tratada que al momento de diagnosticarse suele
mostrar resistencia a antifungicos o incluso presencia de infecciones mixtas, lo cual

hacen un caso mas dificil de tratar. (Pineda et al., 2017)

Para establecer el diagndstico, primeramente se requiere una exploracion médica
cuidadosa y posteriormente un estudio de la secrecion obtenida a partir del exudado
cervicovaginal que comprende: examen microscopico en fresco, prueba de las
aminas (opcional, ya que normalmente se realiza cuando se sospecha de vaginosis
bacteriana), tincion de Gram y cultivo microbiologico, asi como una técnica de

identificacion para el agente etiolégico en las muestras positivas. (Perea, 2010)

La recuperacion de la levadura en agar dextrosa Sabouraud (SDA), sigue siendo el
estandar de oro para el diagnéstico porque es la evidencia clara de que el
microorganismo se encuentra presente en la muestra trabajada, aunque el
crecimiento de las levaduras también puede ser obtenido en agar papa dextrosa,
agar sangre o agar chocolate; en esos medios Candida spp. forma colonias de hasta
5 mm de diametro, con poca elevacion, bordes continuos, textura suave y cremosa
con una coloracion que va de blanco al amarillo claro, ademas algunos laboratorios
cuentan con medios de cultivo adicionales como los cromdgenos que pueden
identificar desde el primer cultivo de la muestra algunas especies de Candida.
Mientras que microscopicamente las levaduras se observan ligeramente redondas
u ovales, como células Unicas o en gemacion ya sea unica o multiple y en multiples
ocasiones cuando la infeccion se encuentra activa se aprecian formando

pseudohifas y pseudomicelio. (Pineda et al., 2017)

Candida spp. son levaduras alargadas u ovaladas que miden de dos a seis
micrometros de ancho por tres a siete micrometros de largo, las cuales se
reproducen de forma asexual por gemacion a través de blastoconidios, excepto C.

glabrata, pero el resto de las especies asociadas a candidosis pueden formar
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pseudomicelios debido a que se desarrollan de forma distinta en funcién de la
temperatura de crecimiento, como levadura normalmente a 37°C en el huésped y
como hongo de aspecto filamentoso a 25°C en la naturaleza; dicho dimorfismo le
permite evadir los mecanismos de defensa relacionados con la inmunidad celular
del huésped. El género Candida se comporta como biota saprofita, conviviendo en
simbiosis con el huésped; mientras que en forma de hongo filamentoso las células
se alargan y se diversifican tomando la apariencia pseudohifas o pseudomicelio
comportandose asi como un parasito patégeno que produce sintomas en el
huésped. (Linares & Solis, 2007; Madigan et al., 2015)

Para asignar el tratamiento adecuado es importante tomar en cuenta que C. glabrata
es conocida por su resistencia natural a los antimicéticos azolicos, mientras que
cepas de otras especies como C. albicans, C. krusei o C. parapsilosis, muestran
variabilidad ante los azdlicos. Las especies diferentes a C. albicans son las que
suelen asociarse a recidivas y resistencia al tratamiento debido al aumento en su
frecuencia, la cual se asocia principalmente a tratamientos empiricos con dosis
Unica, dosis bajas de azoles y abuso en el uso de antimicéticos profilacticos. (Pineda
et al., 2017)

El tratamiento intravaginal con antimic6ticos como nistatina o clotrimazol es comun
y eficaz pero cuando se requiere de un tratamiento alternativo se considera una
sola dosis de fluconazol oral u otro antimicotico de tipo azol pero la literatura refiere
gue algunas pacientes son susceptibles a presentar efectos colaterales molestos y
se ha descrito interaccion con otros medicamentos. (Nester, 2007; Tortora et al.,
2013)

Optimizar la atencion de la salud para prevenir y tratar a las mujeres con infeccién
vaginal es un paso necesario en todas las instituciones comprometidas al
mantenimiento de la salud y como profesionales en el area es importante tomar
medidas preventivas para evitar casos de enfermedad nosocomial y en la poblacion
en general el contagio por transmisién enddégena, ya sea por contacto a través de
la piel, las mucosas o por inoculacién accidental. (Jasso, 2011; Linares & Solis,
2007)
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Las infecciones del aparato genital femenino, ademas de los problemas fisicos y
emocionales que ocasionan en las pacientes, constituyen una pérdida econémica
de proporciones apreciables al sistema de salud, tanto en las mujeres de paises
industrializados como en la poblacion femenina de paises en vias de desarrollo.
(Leon et al., 2014; Mondejal, Martinez & Limia, 2010)
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3.- Objetivo general

Evaluar el procesamiento de muestras obtenidas a partir de exudados
cervicovaginales para el diagnostico de candidosis vaginal en mujeres
embarazadas y no embarazadas para determinar la importancia de cada técnica

utilizada y mejorar el diagnéstico de esta patologia.

4.- Objetivos particulares

e Obtener diferentes muestras de exudado cervicovaginal a partir de la técnica
establecida para la toma de muestra en el Instituto Nacional de Perinatologia,
Isidro Espinosa de los Reyes, con el fin de procesarlas y seleccionar 200 de
ellas con un resultado positivo a candidosis vaginal.

e Realizar el diagnéstico de levaduras del género Candida como agente
etiologico de proceso infeccioso, a partir de muestras de exudados
cervicovaginales mediante el examen en fresco, tincion de Gram, cultivo
positivo e identificacidbn del microorganismo por técnica automatizada para
conocer la frecuencia de las distintas especies de Candida.

¢ Identificar género y especie de la levadura responsable de candidosis vaginal,
asi como su perfil de susceptibilidad a antifungicos en las 200 muestras
positivas, a partir del sistema automatizado Vitek 2 compact con el fin de
confirmar el resultado a tiempo.

e Establecer los criterios Utiles para cada técnica realizada en el procesamiento
de las muestras haciendo uso de nuevos recursos para seguir un método de
diagndstico en general para la deteccion de candidosis vaginal dentro del
laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Instituto Nacional de

Perinatologia, Isidro Espinosa de los Reyes.
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5.- Marco teoérico

5.1.- Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares, no filamentosos que varian en cuanto a su
tamafio, ya que este va de uno a cinco micrometros de ancho y entre cinco y treinta
de largo. Ademas cada especie tiene una forma caracteristica que aun en cultivo
puro entre las células individuales existe una considerable variacion de tamafio y
forma que suele ser redondeada, elipsoidal o cilindrica; estas caracteristicas
morfoldgicas se ven afectadas por la edad y el entorno. Las levaduras no poseen
flagelos ni ningun otro tipo de érgano de locomocion, por lo que no son capaces de

moverse. (Montoya, 2008)

Filamentos o hifas

(hyphomycetes Levaduras
o mohos) (blastomycetes)
Dimorfos 0 %
4

VR (20 a 25 °C) (37 °C)

Figura 1.- Dimorfismo en levaduras.

Las levaduras son hongos dimérficos, que dependiendo de la temperatura del entorno en el cual se encuentren
varian en cuanto a su forma la cual es micelial o flamentosa a temperatura ambiente y suele proliferar en su
estado levaduriforme cuando es alojada en tejidos. (Arenas, 2011). Tomado del sitio web:
https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1448&sectionid=96273214&jumpsection|D=962
73231#1115453007 el dia 24 de julio de 2018.
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Se reproducen por un proceso llamado gemacion, el cual es simple, ya que los
brotes 0 yemas que se producen en la superficie externa de la célula madre crecen
hasta separarse y formar una nueva célula, sin embargo, algunas levaduras pueden
filamentar porque producen brotes que no pueden separarse y se van alargando
hasta formar una cadena corta de células llamada pseudohifa, al proliferar las
pseudohifas toman el nombre de pseudomicelio. Esta fase filamentosa es una
propiedad necesaria para la patogenicidad de las levaduras, como es el caso de
C.albicans que se adhiere a las células epiteliales humanas como una levadura pero
suele requerir la formacion de pseudohifas para invadir los tejidos profundos y
causar infecciones en la cavidad bucal, vagina, pulmones e incluso dafio sistémico
tisular en pacientes inmunocomprometidos. (Montoya, 2008; Tortora, Funke &
Case, 2007)

CELULA MADRE - CELULA HIJA
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Divisifin por gemacidn

Figura 2.- Reproduccién asexual de las levaduras.

Las levaduras se reproducen normalmente por gemacion donde la célula madre forma un brote en su superficie
externa hasta dividir el nucleo, entonces el material de la pared celular se deposita entre el brote y la célula
madre dividiéndose en dos. A través de este proceso la célula de una levadura puede formar hasta 24 células
hijas. Tomado del sitio web:
https://www.google.com/search?qg=levaduras+gemacion&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ved=2ahUKE
wixIb792t7cAhXD-KQKHbb4BsoQsAR6BAgDEAE&biw=1280&bih=891#imgrc=eaizwi99LE_IWM: el dia 15 de
julio de 2018.
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5.1.1.- Clasificacion taxon0mica de las levaduras:
Dominio: Eucarya

Reino: Fungi

Division: Eumycota

Subdivisién: Deuteromycota

Clase: Blastomycetes

Familia: Cryptoccocaceae

Género: Candida

Especies: C. albicans; C. glabrata; C. krusei; C.parapsilosis; C. tropicalis, etc.
(Biasoli, 2013)

5.1.2.- Levaduras del género Candida

En las ultimas décadas se ha producido un notable incremento en la patologia
infecciosa de etiologia fungica, especialmente en pacientes inmunodeprimidos,
aguellos que recibieron trasplantes de oOrganos sélidos o0 componentes
hematopoyéticos, pacientes con VIH, diabetes u otras enfermedades cronicas, asi
como pacientes hospitalizados en situacion critica. (Unda, Agulero, Farifias &
Martinez, 2011)

El género Candida pertenece a la familia Cryptococcaceae dentro de la subdivision
Deuteromycota (hongos imperfectos), el cual estd compuesto por mas de 200
especies diferentes, de las cuales muchas forman parte de nuestra flora normal en
piel, tracto gastrointestinal, genitourinario y respiratorio pero aproximadamente el
diez por ciento de éstas se relaciona con enfermedades infecciosas ya que debido
a su amplia distribucion, puede originar infecciones que varian en cuanto a su
localizacion y gravedad por lo que las levaduras de este género se consideran

microorganismos patégenos oportunistas debido a que se asocian a factores
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predisponentes del huésped. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes
asociadas a Candida spp. son la candidiasis superficial, estomatitis crénica,
candidiasis mucocutédnea, vulvovaginitis y con menor frecuencia cuadros mas
graves con manifestaciones invasoras en pacientes criticos o inmunodeprimidos,
tales como la candidosis diseminada, candidemia, endoftalmitis y peritonitis. (Castro
& Martin, 2007)

5.1.3.- Candida albicans

C.albicans es la especie mas estudiada dentro del género, debido a que es
considerado un microorganismo muy versatil, esto por su capacidad para sobrevivir
como comensal en varios sitios anatomicamente distintos como son piel, intestino,
cavidad oral y vagina; sin embargo puede causar enfermedad en estos sitios cuando
se le presenta la oportunidad. C.albicans cuenta con varios mecanismos de
virulencia para colonizar el huésped y ocasionar dafio de forma directa al evadir los
mecanismos de defensa de este, dependiendo del sitio de afeccion y la condicion
del paciente. (Castrillon, Rivera, & Padilla, 2005)

Los factores que contribuyen a la patogénesis de C. albicans incluyen la
morfogénesis, en la cual las células levaduriformes sufren una transicion a las
formas de crecimiento filamentosas, las enzimas secretadas aspartil proteasas y
fosfolipasas, asi como las biomoléculas de reconocimiento del huésped llamadas
adhesinas que le permiten iniciar el proceso de formacion de biopeliculas. Ademas
de lo ya mencionado, es de suma importancia recalcar que para provocar una
infeccion también influye el cambio de fenotipo y las alteraciones en la expresion de
antigenos, asi como la afinidad de C.albicans a los diferentes tejidos. (Castrillon et
al., 2005)

A pesar de que las levaduras del género Candida constituyen la principal causa de
infecciones fungicas invasoras en pacientes hospitalizados, diversos estudios
sefialan un cambio en la etiologia de estas infecciones nosocomiales ya que existe
una disminucion de C.albicans como microorganismo asociado y se ha expresado

un considerable aumento del resto de las especies como agente etiolégico en las
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diferentes infecciones. (Ochiuzzia, Cataldib, Guelfandb, Maldonadob &
Arechavalab, 2014)

5.1.4.- Candida glabrata

Candida glabrata, al igual que las otras especies del género Candida pertenece a la
subdivision Deuteromycota, familia Cryptococcaceae. Con la creacion del género
Torulopsis, distinto de Candida, fue incluida ahi porque Torulopsis no presenta
blastoconidios capaces de formar pseudomicelio o hifas verdaderas, ni en los tejidos
gue parasita ni en los cultivos, tal como sucede con Candida glabrata; sin embargo,
actualmente estas caracteristicas se consideran insuficientes para efectuar una
distincién en dos géneros por lo que en algunas bibliografias siguen considerandose

como sinénimos. (Torres, Morera & Lopez, 2005)

Debido a la ausencia de algunos factores de virulencia, principalmente la produccion
de pseudohifas que son consideradas estructuras que incrementan la adherencia y
penetracion del hongo en los tejidos, se podria considerar que C. glabrata es menos
virulenta que otras especies como C. albicans o C. tropicalis, pero se ha
comprobado que esto es cierto solo cuando se utilizan modelos experimentales en
animales de laboratorio ya que en los dltimos afios existen evidencias que han
demostrado una rapida diseminacion de las infecciones por C. glabrata en los
pacientes inmunodeprimidos donde generalmente se produce una elevada tasa de
mortalidad. (Torres et al., 2005)

A pesar de que el conocimiento de los marcadores de virulencia en esta especie es
aun insuficiente, algunas investigaciones han demostrado que C. glabrata produce
proteinasas y que la hidrofobicidad de su superficie celular es similar a la de C.
albicans, por lo que asegura de esta manera su capacidad de adherencia a las
células del huésped; ademas el cambio en el fenotipo de las colonias, muy
estudiado en C. albicans, también puede producirse en C. glabrata. (Torres et al.,
2005)

En cuanto al huésped, algunas alteraciones que contribuyen al desarrollo de las

infecciones por esta especie son la disminucion en los niveles de IgA secretora
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vaginal, una menor respuesta inflamatoria y principalmente una disminucion
cuantitativa o cualitativa de los linfocitos T, esto explica su mayor frecuencia en los
pacientes inmunocomprometidos, siendo aislado en 25% de las muestras de

estdmago y hasta un 30 % en las de origen ginecoldgico. (Torres et al., 2005)

Las infecciones por Candida spp. han aumentado su incidencia en las tres uGltimas
décadas, de las cuales C. glabrata se aisla cada vez con mayor frecuencia de
muestras clinicas como agente de candidosis vaginal, correspondiendo asi a la
especie cultivada con mayor frecuencia después de C. albicans y a la vez es
considerada patégeno nosocomial en pacientes inmunocomprometidos. (Torres et
al., 2005)

Candida glabrata crece con facilidad a 37 °C en el medio de agar dextrosa
Sabouraud, en dicho medio origina entre 24 y 48 horas unas colonias lisas, no
adherentes, de color blanco y consistencia cremosa, mas o menos brillantes e
indiferenciables de la mayoria de otras especies de levaduras del mismo género,
por lo que en medios cromogénicos, como el cromoagar orientador se distinguen
por ser colonias de color lila a purpura. Para confirmar su identificacion, se utilizan
los mismos métodos que para otras levaduras del género Candida, asi como los

resultados negativos en cuanto a la presencia de pseudohifas. (Torres et al., 2005)

En cuanto a la resistencia a antifungicos, la de C. glabrata se basa principalmente
en dos situaciones, una de ellas es la ausencia de una respuesta clinica a las dosis
terapéuticas del farmaco donde la falta de respuesta terapéutica suele estar
asociada al estado de inmunodepresion del enfermo o a una biodisponibilidad
insuficiente del farmaco, y la otra es la presencia de concentraciones minimas

inhibitorias (CMI) elevadas para el antifungico. (Torres et al., 2005)

C. glabrata es generalmente sensible a los derivados poliénicos, nistatina y
anfotericina B; sin embargo, desde la comercializaciéon y el uso intensivo del
fluconazol e itraconazol se han descrito casos de resistencias in vitro a estos azoles
y de falta de respuesta en enfermos con VIH, pero se ha podido demostrar que en

el caso de esta especie, la resistencia a los azoles se debe a un incremento en la
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sintesis del ergosterol dependiente del citocromo P-450 y la existencia de una

bomba de flujo activa para el fluconazol. (Torres et al., 2005)
5.1.5.- Candida krusei

C. krusei es un patégeno emergente en los ultimos afios porque se ha encontrado
como responsable de cuadros graves en pacientes inmunodeprimidos y sobre todo
con una elevada tasa de mortalidad donde igualmente se cree que el motivo
fundamental para su elevada prevalencia en estos enfermos es la seleccion de
antifingicos para combatirla y principalmente el uso extendido de fluconazol como

profilactico. (Sanz, Garcia, Gonzélez & Girdén del Rio, 2015).

En el examen microbiolégico se caracteriza por ser una levadura capaz de formar
pseudohifas sin tubo germinal y con actividad ureasa-ausente, ademas es capaz de
crecer en medios hasta a 42°C, siendo esto lo que la diferencia de otras especies
de Candida. Por otro lado, en lo que al tratamiento respecta, el voriconazol o la
anfotericina B suelen ser hasta el momento efectivas para la infeccion diseminada

por esta especie. (Sanz et al., 2015)

En cuanto a la infecciébn vaginal por C. krusei, esta surgi6 como una causa
verdadera pero infrecuente de candidosis ya que hasta la fecha la incidencia anual
estimada de candidosis vaginal por C. krusei es de tan solo en uno por ciento con
respecto a todas las candidosis reportadas por otras especies del género. A pesar
del sesgo de acumulacién reconocido, todos los pacientes descritos en este informe

presentaron sintomas cronicos y resistentes al tratamiento. (Singh et al, 2002)

Es importante recalcar que en pacientes con vaginosis fungica crénica y recurrente,
nunca se debe suponer que la especie de levadura responsable es siempre C.
albicans a pesar de que los signos y sintomas de vaginosis por C. krusei parecen
ser los mismos que se presentan cuando existe candidosis vaginal provocada por
otras especies ya que partiendo del buen diagndéstico sera tomada la decision en
cuanto al tratamiento. De esta manera, es de utilidad saber que en el momento de
diferenciar esta especie en el laboratorio clinico, se debe tomar en cuenta que las
células de C. krusei no tienen una forma tan ovalada, sino que son un tanto

alargadas asemejandose a un grano de arroz; por otro lado, cuando presentan
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pseudohifas o pseudomicelios, las células de C. krusei son también mas alargadas
con respecto a las otras especie de Candida y se unen a las células vecinas.
Ademas C. krusei cuenta con una pared celular que se compone de seis capas con
altas concentraciones del polisacéarido alfa-D-manano que actian como antigenos
en la superficie celular y lo diferencian de otras especies de Candida que tienen
diferentes tipos de mananos en sus paredes celulares; agregado a esto, la
membrana celular de C. krusei es fuertemente hidrofoba, lo que permite una unién
mas fuerte a las superficies no polares en comparacion con otros miembros del
género Candida. (Singh et al, 2002)

5.1.6.- Candida parapsilosis

En los dltimos afios, esta especie ha emergido como agente importante de fungemia
en varias regiones geogréficas incluyendo a México. En el entorno clinico esta
levadura oportunista se ha asociado con las infecciones nosocomiales,
particularmente frecuente en infecciones sistémicas en neonatos prematuros de
bajo peso, pacientes canalizados y personas bajo esquemas de hiperalimentacion
intravenosa ya que se ha encontrado en las manos y uiias de trabajadores del area
de salud, como lo son médicos, enfermeras y laboratoristas porque forma parte de
la biota normal en humanos pero como ya se sabe es un microorganismo comensal
en el caso de individuos inmunocomprometidos. También se ha aislado de
dispositivos médicos como catéteres y recientemente se le ha considerado como un
importante patdgeno emergente debido a su amplio espectro clinico de infecciones
donde cabe recalcar que se incluyen las candidosis vaginales causadas por este
género y a la cual nuevamente se le vinculd principalmente al uso indiscriminado de

derivados azdlicos. (Trevifio, Gonzalez, Garza., & Gonzélez, 2012)

El papel de C. parapsilosis como un patégeno vaginal y su relevancia como agente
causal de vaginosis normalmente es aun cuestionable debido a que se demostro su
papel como levadura comensal, sin embargo, las cepas aisladas en exudados
cervicovaginales se caracterizan por una mayor secrecidbn de proteinasas
asparticas, lo cual conlleva una importante implicacién clinica ya que estas enzimas

pueden comprometer la integridad normal de la vagina porque hidrolizan a la
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inmunoglobulina A contenida en la mucosa vaginal, siendo esta una de las barreras
vaginales mas efectivas contra las infecciones pero al verse afectada aumenta la

susceptibilidad de la zona. (Trevifio et al; 2012)

En cuanto a su diagnostico diferencial, C. parapsilosis es una levadura
morfolégicamente caracterizada por células redondeadas que pueden ser un tanto
ovaladas o ligeramente alargadas que producen pseudohifas; sin embargo al no ser
estos parametros suficientes para definirla hoy en dia se utilizan métodos semi o

automatizados para su correcta deteccion. (Trevifio et al; 2012)
5.2.- Candidosis

Las candidosis son infecciones primarias o secundarias producidas por hongos del
género Candida y sus diferentes especies, sumamente difundidas a lo largo del
organismo afectado ya que son de origen enddgeno, es decir, algunas de las
especies del género tales como C.albicans y C. parapsilosis forman parte de la biota
habitual en el caso del cuerpo humano pero al ser microorganismos oportunistas
pueden causar dafio principalmente en casos de pacientes inmunocomprometidos.
(Negroni, 2009)
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Figura 3.- Diagrama de micosis producidas por Candida en varias partes del cuerpo

humano y los érganos.

La candidosis pueden asentarse en diversos 6rganos y tejidos, por lo que las manifestaciones clinicas suelen
ser muy variadas dependiendo de su localizacién y evolucion, ya sea aguda, subaguda o crénica. Tomado del
sitio web:
https://www.google.com/search?biw=1280&bih=891&tbm=isch&sa=1&ei=x5ZrW7XhNYOmwQLxj4GQCg&g=ti
pos+de+candidiasis&og=tipos+de+candidiasis&gs_l=img.3..0i67k1j0I3j0i30k115j0i8i30k1.41157.51906.0.52094
.43.29.10.1.2.0.342.4351.0j11j7j2.20.0....0...1¢.1.64.img..12.31.4375...0i10k1j0i5i30k1j0i10i24k1.0.BSWpovj8Z
no#imgrc=KxqoSaNAeP1Z7M: el dia 1 de agosto de 2018.

5.2.1.- Candidosis vaginal

La candisosis vaginal es una infeccion ginecol6gica causada por la accion patégena
de levaduras del género Candida, el cual implica la inflamacion del area vaginal
frecuentemente en condiciones fisioldgicas alteradas que determinan disminucion
de la inmunidad local acompafiada de otros criterios clinicos Utiles para su
diagndstico, como lo son: prurito, dolor, ardor, secrecién blanquecina o amarillenta
y grumosa la cual suele ser abundante y con olor fétido. Es una infeccién vaginal
comun debido a la gran cantidad de factores que influyen en su aparicién, por lo
que no se encuentra incluida entre las infecciones de transmisién sexual, sin
embargo ataca principalmente a pacientes inmunocomprometidas ya que Candida
spp. es un hongo oportunista. La candidosis vaginal es curable y tratada con
medicamentos basados en atacar al hongo pero es de suma importancia detectarla
correctamente y a tiempo porque a pesar de que en pocos casos ocurre, si puede
llegar a complicarse y provocar severas lesiones o dafio en las pacientes infectadas.

(Guia de practica clinica, 2008)
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Placas blanquecinas
Aspecto de la cavidad vaginal de aspecto gfemogo
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Figura 4.- Aspectos clinicos de utilidad para la deteccion de Candidosis vaginal.

Ante la sospecha de infeccidn, se debe hacer una revision de la zona genital, ya que es el indicio que conlleva
al diagndstico. Los signos importantes tanto a nivel externo como interno son edema, enrojecimiento y flujo
blanquecino de aspecto grumoso, muchas veces acompafiado de sintomatologia que incluye prurito, ardor y
dolor. Tomado del sitio web: http://caduceodorado.blogspot.com/2016/06/candidiasis-vaginal.html el dia 4 de
agosto de 2018.

5.2.2.- Candidosis vaginal en mujeres embarazadas

Este tipo de infecciones son mas frecuentes en el embarazo debido a que en esa
etapa el sistema inmune de la mujer se encuentra comprometido y ademas existe
un considerable aumento en las concentraciones de hormonas como el estrégeno,
lo cual se correlaciona con el aumento del glucégeno en el tejido vaginal, creando
asi un ambiente rico en carbono para el desarrollo de Candida spp. Se considera
gue en el embarazo la prevalencia de este microorganismo aumenta de acuerdo a
las semanas de gestacion y tiene su pico en el tercer trimestre debido a los cambios

hormonales ya mencionados. La candidosis vaginal se ha asociado con un aumento
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en el riesgo de corioamnioitis en el embarazo, con el sindrome de vestibulitis de
vulva y parto prematuro, asi como el riesgo de infeccion al neonato cuando este
nace por parto natural pudiendo causar incluso candidemia en el recién nacido.
(Pineda et al, 2017)

Figura 5.- Candidosis oral y lesiones vesiculares a nivel de tronco en recién nacidos.

Ciertos factores sistémicos en los neonatos, tales como sistema inmune debilitado, nacidos a pretermino o bajo
peso al nacer pueden provocar una infeccion localizada o generalizada que puede llegar a ser sistémica y cuya
causa pudiera presentarse al momento de pasar por el canal de parto si la madre presenta candidosis vaginal.
Tomado del sitio web: https:/Amww.serpadres.es/bebe/salud-bebe/articulo/muguet-que-es-la-candidiasis-oral-en-ninos-
831499247421 el dia 2 de agosto de 2018.

5.2.3.- Epidemiologia de la infeccion

La candidosis una infeccién cosmopolita, se encuentran casos a lo largo de todo el
mundo y se considera una de las infecciones oportunistas mas frecuente en seres
humanos ya que su incidencia ha aumentado considerablemente en los ultimos 20
afos; siendo las levaduras causantes de casi el ocho por ciento de las micosis a
nivel mundial y afectan a individuos de cualquier edad, sexo o grupo étnico. Del
mismo modo, las levaduras del género Candida existen en la naturaleza, repartidas
en el suelo, agua dulce, vegetales, frutas, arboles, granos y en general toda
sustancia rica en hidratos de carbono simples, asi como formando parte de la biota
normal en diferentes organismos, incluido el ser humano. (Biasoli, 2013)
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En el caso de las infecciones vaginales en México, Candida spp., se presenta
aproximadamente en un tercio de las pacientes diagnosticadas, mientras que entre
el diez y diecisiete por ciento de las mujeres no gestantes en edad reproductiva son
portadoras de la infeccion pero de manera asintomatica y de igual manera hasta un
treinta y cinco por ciento de mujeres embarazadas refieren no presentar

sintomatologia alguna. (Pineda et al., 2017)

Candida spp. se aisla del tracto vaginal hasta en un cincuenta por ciento de mujeres
embarazadas se considera aproximadamente entre el diez y el cincuenta por ciento
Candida sp. y entre un veinte a treinta por ciento de las mujeres no embarazadas y
saludables, es decir que el embarazo es un factor predisponente comuan para que
mujeres sanas adquieran la infeccidn y es significativo recalcar que hasta el setenta
por ciento de los casos lleva seguimiento médico al menos por un periodo de un

afno.

Generalmente estima que hasta un setenta y cinco por ciento de las mujeres
sexualmente activas y en edad reproductiva sufren de candidosis vaginal al menos
una vez en la vida y entre un cinco y diez por ciento de ellas la padecen en forma
recurrente, es decir tres o mas episodios en el lapso de un afio aun estando
completamente sanas, lo cual se relaciona indudablemente con la automedicacién
o el uso prolongado de duchas vaginales, asi como la administracién de antifingicos
profilacticos sin antes constar el diagnéstico diferencial que debe realizarse siempre

ante una infeccién vaginal. (Pineda et al., 2017)
5.2.4.- Etiologia de la infeccién

La vaginosis infecciosa se caracteriza por producir signos y sintomas que no
siempre son propios de un agente etioldgico por lo que es necesario llegar de forma
precisa al origen de cada uno de ellos mediante un procedimiento diagnostico en el
laboratorio de Microbiologia. Generalmente la sintomatologia que se presenta ante
cualquier infeccion vaginal abarca el aumento en la cantidad de la secrecion vaginal
acompafnada de mal olor, prurito, ardor, irritacion, disuria y dispareunia; mientras

gue en las mujeres en edad reproductiva la secrecion vaginal normal es inodora,
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clara y viscosa, por lo que es de suma importancia el diagndstico diferencial ya que
de esto depende la eleccion del tratamiento correcto y por lo tanto recuperacion
satisfactoria de las pacientes. (Guia de préactica clinica, 2008)

En el aparato genital femenino, la biota habitual de la vagina se ve notablemente
afectada por las hormonas sexuales a lo largo de las diferentes etapas de la vida,
ya que en las primeras semanas que siguen al nacimiento la vagina esta poblada
por lactobacilos, esta poblacion crece porque los estrogenos que fueron
transmitidos de la sangre materna provocan acumulacién de glucdégeno en las
células gque revisten la vagina y estos lactobacilos convierten el glucogeno en acido
lactico, por lo tanto el pH de la vagina se acidifica. Esta secuencia glucégeno- acido
lactico es la que proporciona las condiciones Optimas en las cuales se multiplica la

biota habitual de la vagina tolerante a los &cidos. (Nester, 2007)

Los efectos fisioldgicos de los estrogenos disminuyen varias semanas después del
nacimiento y otras bacterias como las corinebacterias y una variedad de cocos y
bacilos colonizan y dominan la biota normal de la vagina. Como resultado, el pH se
torna mas neutro hasta la pubertad pero cuando aumentan las concentraciones de
estrégeno nuevamente vuelven a dominar los lactobacilos y la vagina se torna otra
vez 4cida constituida en su mayoria por Lactobacillus sp; sin embargo es probable
encontrar Gardnerella vaginalis, Streptococcus del grupo B y Candida albicans en
pocas cantidades como parte del equilibrio de la biota vaginal. (Guia de préactica
clinica, 2008; Nester, 2007)

En la mujer adulta una alteracion de este ecosistema provocada por el aumento de
glucogeno o la eliminacién de la biota normal debido al uso prolongado de
antibioticos puede conducir a una infeccion vaginal, lo mismo ocurre cuando la mujer
alcanza la menopausia ya que los niveles de los estrogenos vuelven a descender y
la biota se asemeja a la de la nifiez por lo que el pH se torna neutro nuevamente.

(Guia de practica clinica, 2008)

En la actualidad existen mas de 100 especies de Candida patégenas para el ser

humano, la mayoria de ellas viven como comensales y dispersas a lo largo del tracto
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gastrointestinal, aparato reproductor y piel; es decir, son patdgenos oportunistas
gue se hacen evidentes cuando el equilibrio en nuestra biota habitual se rompe o
altera por algun factor, siendo ademas la zona vaginal un area muy sensible para
contraer este tipo de infecciones ya que son muchos los factores que predisponen

a la mujer a desarrollar candidosis vaginal. (Ciudad, 2007)
5.2.5.- Factores de riesgo

Es muy probable que las hormonas representen uno de los principales factores
predisponentes en el caso de la candidosis vaginal por el simple hecho de que la
infeccion es mucho menos frecuente en las nifias antes de la pubertad o en las
mujeres después de la menopausia y por ende su prevalencia es mayor cuando se
trata de mujeres en edad reproductiva o embarazadas, asi como en aquellas que
padecen diabetes no controlada. También existen otros factores de riesgo como el
uso de antibiéticos de amplio espectro que suprime la biota bacteriana normal, lo
que conduce a infecciones micoticas oportunistas como es el caso de la candidosis
vaginal. Existe reporte de otros factores que pueden ser riesgosos para las mujeres,
como lo son el uso de anticonceptivos orales, uso de espermicidas que pueden
inhibir los lactobacilos de la vagina, duchas vaginales, dispositivos intrauterinos y
mantener relaciones sexuales sin proteccion, asi como el uso de pantalones
ajustados y ropa interior de nylon que aumentan la humedad en la zona, aunque
estos han sido poco estudiados si existen casos donde se han asociado a la
infeccion. (Ciudad, 2007; Nester, 2007)

El uso de métodos anticonceptivos orales o locales como el dispositivo intrauterino,
diafragmas y condones se han vinculado con la infeccion porque Candida spp. es
capaz de producir una biopelicula sobre el DIU, la cual puede servir como reservorio
en la infeccion y también es capaz de metabolizar algunos compuestos de las
sustancias espermicidas como el nonoxinol-9, lo cual altera indudablemente la biota
habitual en vagina y favorece la adhesién de Candida spp. al epitelio vaginal.
(Pineda et al, 2017)
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A pesar de la existencia de multiples factores de riesgo, tanto la colonizacion como
la infeccion vaginal micética son mas frecuentes en el embarazo y en mujeres con
otros factores predisponentes pero en la mayoria de los casos las infecciones
suelen ser de origen enddgeno por modificacion de la biota normal vaginal, ya sea
por disminucién de las defensas inmunitarias del huésped o enfermedades no

controladas como la diabetes, obesidad y estrés. (Garcia et al., 2006)

Se estima que la mayoria de los casos de infeccidn vaginal la representan las
vaginosis bacterianas superando un 50 por ciento de incidencia, mientras que la
candidosis vaginal representa entre el 30 y 35 por ciento de los casos reportados,
sin embargo estos datos podrian cambiar si realmente todas las mujeres se
atendieran al presentar las molestias y se analizaran todos los casos reportados en
las diversas poblaciones. Es por esto que entre las razones por las que no se conoce
la real incidencia de la candidosis vaginal se encuentran la automedicacion y el
sobrediagnadstico ya que el flujo vaginal suele cambiar a lo largo del ciclo menstrual,
lo cual podria confundirse con una recurrencia de la infecciéon por Candida y si la
paciente se automedica con cualquier alternativa disponible en el mercado o al
acudir al médico no se hace un adecuado diagndstico y se da tratamiento
antimicético la molestia 'y los sintomas pueden volver dando la equivocada idea de
que el tratamiento administrado no tuvo el efecto terapéutico deseado. (Ciudad,
2007; Biasoli, 2013)

5.2.6.- Mecanismos de patogenicidad

Candida spp. obtiene acceso al lumen vaginal principalmente a partir de la regién
perianal adyacente y los cambios en el ambiente local asi como el estado de salud
del hospedero determinaran el inicio de la infeccién o su evasion impidiendo llegar
a desarrollar la enfermedad. La colonizacion de la vagina requiere la adherencia de
las levaduras a las células epiteliales por medio de adhesinas, mientras que la
infeccion es mediada por enzimas proteoliticas, fosfolipasas y aspartil-proteinasas;
ademas Candida spp. también produce gliotoxina, molécula que inhibe la actividad
fagocitica de las células del sistema inmune innato y por lo tanto le permite seguir

reproduciendose pero también el desarrollo de pseudohifas destruye las células del
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epitelio vaginal por invasion directa. Otro factor de virulencia de las levaduras es
que son capaces de unirse a hierro y desplegar resistencia a diversos antifingicos,
siendo el principal mecanismo de resistencia a los antifiungicos azdlicos. (Pineda et
al, 2017)

En el caso de Candida albicans, la causa de resistencia a los azoles es la mutacion
en el gen ERG11 codificadora de una enzima esterol-desmetilasa que evita la unién
de la levadura al compuesto azoélico; mientras que en otras especies es debido a la
mutacion del gen ERG3 que codifica la enzima C5-6-esterol reductasa, lo que
incrementa dicha resistencia. (Pineda et al, 2017)

El equilibrio que llega a darse entre el hospedero y el hongo patégeno puede
convertirse en una relacion parasita y resultar en enfermedad grave; a pesar de que
existen diversos factores potenciales de virulencia como la morfologia celular, la
actividad enzimética, el cambio fenotipico y los factores de adhesion que favorecen
la formacion de biopeliculas, no existe un factor principal o el Unico pueda ser
considerado por si solo como responsable de la patogenicidad, por lo que se ha
propuesto una combinacién de diferentes factores que contribuyen a una o mas
etapas de la infeccion y se han descrito de manera general en base a los siguientes

aspectos:

1- La capacidad de adherencia de las levaduras a diferentes superficies: es una
interaccién muy fuerte entre una adhesina de la levadura y un receptor de la
célula del hospedero.

2- Produccién de enzimas extracelulares como lo son proteinasas y fosfolipasas
especificas de cada cepa.

3- Morfogénesis o producciéon de hifas y pseudohifas que aumentan la
capacidad invasiva de la levadura, la capacidad de adherencia y la
resistencia a la fagocitosis, ademas de que aumenta el poder killer sobre las
células del hospedero

4- El “Switching” o variabilidad fenotipica y antigénica es un cambio
espontaneo, frecuente y reversible entre los diferentes fenotipos distinguibles

por la morfologia de la colonia o por la morfologia celular.
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5- Formacion de biopeliculas. (Castrillon, et al., 2005: Biasoli, 2013)
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Figura 6.- Mecanismos propuestos para la unién e invasion de tejidos por C.

albicans.

Los receptores de superficie de glucomanano en la levadura pueden unirse a la fibronectina que cubre las
células epiteliales o a los elementos de la matriz extracelular (ECM) cuando Candida spp. ha invadido mas alla
de ésta. La invasion se asocia con formacion de hifas y produccién de proteinasas. Tomado del sitio web:
https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=2169&sectionid=162985368#1143537831 el dia
2 de agosto de 2018.

5.2.7.- Mecanismos de defensa del hospedero

Debido a los factores de virulencia con los que cuenta el género Candida, la defensa
del hospedero esta dada primordialmente por el sistema inmunolégico ya que la
proteccién contra el microorganismo depende de los anticuerpos y de la adecuada
activacion del sistema del , aunque el género puede persistir en la mucosa vaginal
de mujeres sanas sin causar problemas. Por otro lado, también influye la inhibicién
de las formas filamentosas, la cual es lograda por mediadores de inmunidad innata
0 adaptativa, evitando asi el establecimiento de la enfermedad pero no la
colonizacion. Cabe mencionar que cualquier defecto inmunoldgico local que
implique una deficiencia en el componente secretor o en la produccién de las
diferentes clases de inmunoglobulinas puede debilitar la proteccion o evasion hacia
el microorganismo y asi tener gran influencia en la transicién de Candida spp. como

comensal a patogena. (Biasoli, 2013; Pineda et al., 2017)

39


https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=2169&sectionid=162985368#1143537831

5.3.- Diagnostico de candidosis vaginal

El diagndstico presuntivo usualmente es clinico porque el medico se basa en la
sintomatologia dada por la paciente y los hallazgos clinicos que encuentra durante
la revision visual si es que se realiza; sin embargo el diagnéstico correcto es aquel
gue se confirma en el laboratorio clinico a través de un exudado cervicovaginal del
cual se extrae una muestra de la secrecién y se examina con microscopia directa,
tincion, cultivo e identificacion a partir de las colonias obtenidas. El diagnostico es
sencillo y se obtiene el resultado 72 horas después de tomada la muestra porque
raramente se requiere de técnicas de diagnostico distintas a las comunes 0 mas
sofisticadas. El dar un diagndstico correcto y a tiempo es de suma importancia para
tratar la infeccién con los antimicéticos correctos, asi como descartar el que exista
alguna otra enfermedad ginecoldgica ya que también los sintomas se pueden
confundir con procesos fisiologicos que no requieren de tratamiento especifico.
(Ciudad, 2007)

Figura 7.- Diagndstico de candidosis vaginal en el laboratorio de Microbiologia.

La deteccion del patdégeno involucrado en las infecciones vaginales conlleva el examen en fresco y tincién de
Gram de la muestra de exudado cervicovaginal, lo que permite intuir el origen de la infeccidn y dichos resultados
acompafiaran al cultivo de la muestra, las cuales dan el resultado definitivo 48 horas después de sembrarla; sin
embargo para corroborar género y especie es necesario realizar pruebas bioquimicas manuales o hacer uso de
sistemas automatizados. Tomado del sitio web: https://www.google.com/search?hl=es-
419&biw=1280&bih=891&tbm=isch&sa=1&ei=9aFrW_SLFpHawQK4jouQBQ&g=microbiologia+diagnostico&o
g=microbiologia+diagnostico&gs_I=img.3...115636.119974.0.120250.14.8.2.4.6.0.236.1023.0j2j3.5.0....0...1c.1
.64.img..4.9.665...0i30k1j0i8i30k1j0i24k1.0.WnVisy4ANMeQ#imgrc=AZIWhblkXVKyKM: el dia 5 de agosto de
2018.
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5.3.1.- Exudado cervicovaginal

El diagnostico etiolégico de las candidosis es complicado en general para el area
clinica, esto se debe principalmente a la ausencia de signos y sintomas
caracteristicos para cada una de ellas, por lo que es comun confundirlas en primera
instancia con alguna otra patologia y es por ello que es fundamental recurrir al

diagndstico microbiologico. (Unda, 2011)

Para la correcta toma de muestra del exudado vaginal se deben cumplir al pie de la
letra los requisitos y procedimientos establecidos como lo son no practicarse higiene
genital previa al estudio con duchas vaginales o cremas que pueda alterar las
caracteristicas de la flora, asi como suspender la administracion de antibiéticos diez
dias antes de la realizacion del exudado. La toma de muestras vaginales debe
hacerse ayudandose de un espéculo o espejo vaginal estéril, el cual se introduce
siempre con uso de guantes y sin aplicar lubricantes porque podria alterar de igual
forma el contenido de la muestra y por lo tanto el resultado. Se toma la secrecion
mucosa de la pared posterior del canal vaginal con ayuda de un hisopo estéril
haciendo rotar el mismo por la zona de secrecibn mas abundante, ademas es
recomendable obtener simultineamente exudado del &rea del cérvix, teniendo
especial cuidado en caso de mujeres embarazadas, asi como tomar las muestras
por duplicado o triplicado si se quieren investigar distintos patégenos o realizar
diversos estudios a una misma paciente; basicamente una de las muestras se
introduce en solucién salina para observacion en fresco, otra es utilizada para
realizar tincion de Gram y una mas sirve para inocular los medios de cultivos
correspondientes, sin embargo a través de esta toma de muestra se puede anexar
el diagndstico de bacterias especiales por lo que se requiere de varios hisopos
dependiendo de cada laboratorio y de los examenes solicitados por el médico
(Consultar Anexo 1). (Garcia & Hernandez, 2011)
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Figura 8.- Flujo caracteristico de infeccidon cervicovaginal causada por Candida
albicans.
La cavidad vaginal interna, asi como el cérvix se aprecian con eritema y abundante flujo blanquecino

grumoso cuando existe un proceso infeccioso que esta afectando el tejido. Tomado del sitio web:
http://caduceodorado.blogspot.com/2016/06/candidiasis-vaginal.html el dia 7 de agosto de 2018.

5.3.2.- Examen en fresco

La observacién microscopica directa de las muestras es una técnica sencilla y
recomendable sobre todo en el caso de las muestras de exudado cervicovaginal
donde pueden encontrarse una gran variedad de microorganismos ya que permite
obtener rapidamente un diagndstico presuntivo que en la mayoria de los casos se

confirma con el cultivo (Consultar Anexo 2.1). (Castro & Martin, 2007)

Para la deteccidbn de candidosis vaginal el examen en fresco se realiza
suspendiendo parte del exudado en solucién salina pero si se sustituye por azul de
lactofenol se pueden apreciar mejor las levaduras y elementos como hifas, sin
embargo la adicion de hidroxido de potasio entre el diez y cuarenta por ciento
también es de utilidad, sobre todo en aquellas muestras con abundancia de células
ya que su fin es eliminar interferencias y resaltar las estructuras flngicas
presentando un efecto clarificador que disuelve los distintos elementos celulares
pero manteniendo intacta la pared celular fungica facilitando asi su deteccion en el
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microscopio ya que ademas las levaduras, pseudohifas y pseudomicelios refringen

al enfocarlas al microscopio optico. (Castro & Martin, 2007)

El mayor tamafio de las levaduras con respecto a las bacterias permite su
observacion a bajos aumentos en las muestras sin fijar, por lo que el examen en
fresco es de suma importancia al establecer un diagndstico presuntivo del agente
etiologico sospechoso. Siempre que sea posible debe realizarse, por lo que la
técnica se ha ido modificando y suele variar un poco de laboratorio en laboratorio
principalmente en cuanto al uso de reactivos ya que actualmente se recurre a las
preparaciones con colorantes como el blanco de calcoflior que se ha vuelto comun
porque facilita la deteccion y diferenciacion de las estructuras fungicas cuando se
examinan en un microscopio de fluorescencia ya que dicho reactivo se une
especificamente a la quitina de las células fungicas y emite una fluorescencia que

los delimita. (Garcia & Hernandez, 2011)

En la observacion microscopica de las secreciones vaginales pueden apreciarse las
levaduras del género Candida como células alargadas con un tamafio que oscila
entre dos y cuatro micrometros, siendo de mayor tamafio en el caso de C. glabrata
que va desde cuatro hasta seis micrometros. Considerando estos aspectos puede
predecirse el agente etiolégico de la infeccion, sin embargo nunca debe
considerarse como un diagnaostico final ya que las caracteristicas de las células que
se aprecian en el examen en fresco solo son de gran utilidad. También se considera
gue se da mayor validez al papel patégeno de Candida spp. cuando se aprecian
mas de cuatro levaduras por campo en objetivo 40x y hay presencia de hifas o
pseudohifas en especies distintas a C. glabrata que como se sabe no forma
pseudohifas. Es solo en estos casos cuando el hallazgo microscépico se da como
positivo para candidosis vaginal porque dichas caracteristicas indican que la

infeccidn se encuentra activa. (Pineda et al., 2017)
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5.3.3.- Tincién de Gram

Es sabido que las levaduras se tifien bien con la mayoria de los colorantes
bacterianos, siendo la mas comun la tincién de Gram, cuya ventaja es que se trata
de un procedimiento rapido y de bajo costo que ademas es muy confiable porque si
se realiza correctamente es facil la apreciacion de las estructuras; del mismo modo
su principal desventaja es cuando no se respetan los tiempos de tincién o la
cantidad de colorante es inadecuada ya que se pueden obtener falsos positivos o
interferencias del colorante al momento de observar las laminillas al microscopio.
Realizar un extendido con la muestra de exudado cervicovaginal y después tefiirlo
es de gran utilidad porque permite diferenciar entre levaduras y bacterias ya sean
Gram positivas 0 negativas, asi como la presencia y condicion de otras células
propias del epitelio vaginal, evidenciando entonces algunas caracteristicas propias
del tipo de infeccidn vaginal por la que la paciente esta cursando. (Castro & Martin,
2007)

Respecto a la infeccibn por Candida spp., la observacién al microscopio de
levaduras en muestras vaginales y de cérvix tiene un valor cuestionable tanto en la
tincién de Gram como en el examen en fresco porque pueden ser parte de la biota
comensal, sin embargo, la presencia de leucocitos polimorfonucleares es un dato
sugestivo de infeccion, asi como la cantidad de levaduras por campo que de igual
manera que en el examen en fresco debe ser mayor a cuatro y sin duda ante la
presencia de pseudohifas o pseudomicelios se sabe que la infeccidén esté presente.
La tinciébn de Gram complementa la observacion en fresco y ayuda a corroborar los
resultados obtenidos en primera instancia pues pueden distinguirse mas facilmente
las células levaduriformes ya tefiidas, las cuales se aprecian como grampositivas y
con su tipica forma ovoide; sin embargo, en la candidosis vaginal la microscopia
presenta en general una baja sensibilidad, por lo que siempre debe ir de la mano
con las otros resultados encontrados en la muestra y finalmente al cultivo para poder

dar un diagnéstico certero y no apresurado. (Garcia & Hernandez, 2011)

La base para una correcta apreciacion microscépica de las laminillas tefiidas es una

buena técnica de tincién, sobre un portaobjetos limpio se desliza el hisopo que
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contiene la muestra para obtener una pelicula delgada que se extiende a lo largo

del portaobjetos, se deja secar y se fija (Consultar Anexo 2.2). (Pineda et al, 2017)
5.3.4.- Cultivo de la muestra de exudado cervicovaginal

En el caso de candidosis vaginal la positividad de un cultivo para levaduras debe
valorarse de acuerdo con las caracteristicas de los pacientes, signos y sintomas
que presentan y su situacion clinica porque las levaduras del género Candida
forman parte de la biota comensal en vagina y por lo tanto su aislamiento puede

tener un significado clinico cuestionable. (Garcia & Hernandez, 2011)

El cultivo es fundamental para las muestras vaginales, a partir del desarrollo
obtenido en los medios de cultivo se puede establecer la etiologia de la infeccion y
efectuar pruebas de sensibilidad a los antifingicos, ya que es mediante colonias
aisladas que se puede definir género y especie de las levaduras causantes de
candidosis e incluso se pueden realizar estudios de tipificacibn molecular si asi se
requiriera. Después de la inoculacion y siembra de las muestras en los medios de
cultivo, las placas deben incubarse lo mas pronto posible porque el retraso limita la
capacidad de crecimiento de algunos microorganismos labiles y favorece el
desarrollo de contaminantes ya que se expone demasiado al ambiente. A pesar de
que la mayoria de las levaduras crecen Optimamente a temperatura ambiente entre
25 y 30°C, los cultivos se incuban habitualmente en estufa a 37°C en atmdésfera
aerobia y durante un lapso de 18 a 24 horas pero antes de proceder al examen de
las colonias, la incubacion se prolonga hasta 48 horas para asegurar un cultivo

negativo cuando es el caso (Consultar Anexo 2.3). (Garcia & Hernandez, 2011)

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se pueden observar las levaduras del
género Candida como colonias de tamafio mediano, caracteristicas de color blanco
0 crema, de consistencia opaca, elevadas, lisas, brillantes o mates, y con un
diametro de uno a tres milimetros; el aspecto de las colonias varia de una especie
a otra y de los distintos medios de cultivo en los cuales se encuentren, sin embargo
es dificil distinguir macroscopicamente una especie de otra, por lo que es importante

su identificacion ya sea por técnicas manuales, semiautomatizadas o automatizadas

45



pero después de adquirir mucha experiencia en el laboratorio es probable que a
partir del color, olor y consistencia se facilite su posterior identificacion. (Castro &
Martin, 2007: Pineda et al., 2017)

En los medios de cultivo utiles para el desarrollo bacteriano como lo son agar gelosa
chocolate y agar sangre de carnero, las colonias de levaduras se aprecian de un
tamafo pequefio a mediano y de un color blanquecino pudiéndose confundir con
las colonias bacterianas, por lo que es necesaria la observacion microscopica para
su diferenciacion; mientras que en agar dextrosa Sabouraud las colonias de
levaduras tienen apariencia cremosa, de aspecto liso o rugoso dependiendo del
género o especie y generalmente de color blanco ya que raramente se aprecian
pigmentadas, esto dependera del medio de cultivo utilizado porque actualmente
existen medios diferenciales que contienen sustancias cromogénicas y en los

cuales las colonias se distinguen por desarrollar color. (Garcia & Hernandez, 2011)

La mayoria de los organismos levaduriformes crecen en el laboratorio con gran
facilidad en un gran numero de medios de cultivo convencionales pero el agar
dextrosa sabouraud es el méas indicado para realizar el aislamiento y para una
posterior identificacion. La recuperacion de la levadura en agar dextrosa Sabouraud
es hasta la fecha el estdndar de oro para el diagnéstico de infecciones causadas
por levaduras ya que a partir de este medio de cultivo se obtienen las colonias
aisladas para establecer el diagnéstico pero también es importante el uso de otros
medios de cultivo tanto selectivos como diferenciales, sobre todo para distinguir el
agente patégeno de otras colonias que pudieran ser de géneros bacterianos
pertenecientes a biota habitual o tratarse de una infeccion mixta. (Pineda et al, 2017)

5.3.5.- Medios de cultivo requeridos para sembrar una muestra de exudado

cervicovaginal

Para la obtencibn de resultados confiables a partir del desarrollo de
microorganismos en medios de cultivo es importante aplicar la norma general para
todo tipo de muestras, la cual es que se debe realizar el envio inmediato de la

muestra al laboratorio de Microbiologia para el procesamiento de la misma lo mas
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rapido posible y asegurar la viabilidad y el aislamiento de microorganismos de
crecimiento dificil, evitando ademas el sobrecrecimiento de bacterias de crecimiento

mas répido. (Aznar, J., Blanco, M., Lepe, J., Otero, L & Vazquez F., 2007)

A pesar de todos los métodos ya mencionados para el diagnostico de infecciones
vaginales, el cultivo sigue siendo el de mayor utilidad sobre todo para la deteccion
de candidosis ya que permite la apreciacion macroscopica y el aislamiento de las
levaduras, siendo estas dificiles de definir en el examen en fresco o tincion de Gram
donde existe amplia posibilidad de encontrarse con falsos negativos; mientras que
de forma contraria son ampliamente confiables en la deteccién de otro tipo de
infecciones vaginales donde el cultivo no es precisamente lo que define el agente
etiologico como lo es en los casos de infecciones producidas por Trichomonas

vaginalis o Gardnerella vaginalis. (Aznar et al., 2007)

Entre los medios de cultivo de utilidad para el diagndstico de infecciones vaginales
se encuentran los enriquecidos, selectivos y diferenciales porgue estos nos sirven
para el aislamiento de los diferentes microorganismos que pueden estar presentes

como agente etioldgico. (Consultar Anexo 3)

Para todos los casos se utilizan el agar gelosa chocolate enriquecido que es un
medio altamente nutritivo en el cual se puede desarrollar practicamente cualquier
microorganismo y por lo tanto a partir de muestras vaginales se recuperan
principalmente Lactobacillus spp, Streptococcus spp., enterobacterias y levaduras.
(Casado, Torrico & Medina, 2012)

El uso de otros medios de cultivo como lo son el agar sangre de carnero, agar
sangre humana, agar MacConkey, agar Thayer Martin son también de gran
importancia para el aislamiento de patdgenos en exudados cervicovaginales, sin
embargo, es necesario agregar medios selectivos para hongos como lo son agar

dextrosa papa (PDA) y agar dextrosa Saboroud (SDA).

Actualmente el medio de mayor utilidad para la deteccion de candidosis es un medio
de cultivo selectivo y ademas diferencial llamado cromoagar orientador para el

aislamiento de levaduras donde las peptonas que contiene suministran los
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nutrientes necesarios para el desarrollo de las colonias y el cloranfenicol inhibe la
mayoria de los contaminantes bacterianos, mientras que la mezcla cromédgena que
caracteriza a este medio esta formada por sustratos artificiales que liberan
compuestos de colores diferentes al ser degradados por enzimas especificas de las
levaduras y asi es posible diferenciar determinadas especies o detectar ciertos

grupos de organismos de forma visual. (Becton Dickinson, 2014)

Al existir sustratos cromogenos en el medio, las colonias de Candida spp. se
desarrollan de diferente color segun la especie, lo que hace posible la deteccién
directa del microorganismo en las placas, por lo que su uso cada vez es mas comun
y practico en el diagndstico de diferentes candidosis, incluida la candidosis vaginal
donde una gran ventaja de este medio es la facil deteccion de cultivos mixtos de
levaduras, gracias a los diferentes colores que presentan sus colonias. (Becton
Dickinson, 2014)

Las colonias de C. albicans presentan un color verde claro, las colonias de C.
tropicalis presentan un color azul que se puede tornar verdoso o metalico,
C.glabrata se desarrolla con una coloracién violeta que va de un tono claro a oscuro
y las colonias de C. krusei presentan un color rosa claro con un borde blancuzco
que puede llegar a confundirse con otras especies de levaduras que en este medio
produzcan su color crema natural o presenten un color rosa palido. (Becton
Dickinson, 2014)

Las enzimas que se revelan son hexosaminidasa y fosfatasa alcalina, la primera
estd presente en Candida tropicalis, C. albicans y Candida dubliniensis, mientras
gue la segunda la posee Candida krusei pero hay otras especies que pueden
presentar discreta actividad de esta fosfatasa alcalina y entonces la variacion en la
tonalidad dependera del sustrato y la pigmentacion natural de la levadura; mientras
gue los sustratos cromoégenos que utiliza para evidenciar la actividad enzimatica de
las levaduras son el 5-bromo-4-cloro-3-indol-N-acetil bD-glucosaminidasa (X-NAG)
que detecta la actividad de la enzima hexosaminidasa presente en C. tropicalis, en
C. albicans y C. dubliniensis, asi como un sustrato adicional que logra que las

Gltimas dos especies aparezcan de color verde en lugar de azul. También cuenta
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con el 5-bromo-6 cloro-3-indol fosfatasa ptoluidina (BCIP), que detecta la actividad

de la fosfatasa alcalina presente en C. krusei. (Alfonso et al., 2010)

Los medios de cultivo cromogénicos para levaduras fueron disefiados para aislar e
identificar simultaneamente especies del género Candida después de la incubacién
necesaria que es de 24 a 48 horas a 37°C y existen diferentes marcas comerciales
dentro del mercado pero su costo aun es poco accesible por lo que muchos
laboratorios no tienen acceso a él; sin embargo es recomendable que el diagnostico
solo se base a los resultados obtenidos en este tipo de medios de cultivo y no sean
confirmados hasta que se realicen otras pruebas de identificacion ya que algunas
especies pueden confundirse o ser parecidas en cuanto a la coloracién, por lo que
Su uso requiere también el obtener la experiencia necesaria para diferenciar las

colonias. (Castro y Martin, 2007)
5.3.6.-Tubo germinativo

La produccion de tubo germinativo es una prueba muy efectiva y utilizada a lo largo
de varios afios para identificar C. albicans porque es una técnica sencilla y rapida
pero con el inconveniente que pueden ser confundidos los tubos germinativos con
hifas por lo que se requiere de experiencia previa para su correcta interpretacion.
Antes de emitir un resultado negativo se debe tener presente la existencia de
aproximadamente un 5% de cepas de C. albicans que no producen tubo germinal,
y también la posibilidad de falsos positivos en el caso de C. tropicalis. La produccion
de clamidosporas en medios como el agar harina de maiz, agar Czapeck adicionado
de Tween 80, agar arroz o agar patata-zanahoria es mas rentable para la
confirmacion de C. albicans cuando la prueba del tubo germinativo es negativa.
(Castro y Martin, 2007)

5.3.7.- Sistemas inmunoldgicos de aglutinacion

El mercado ofrece sistemas inmunoldgicos de aglutinacidén con particulas de latex
de identificacién para Candida spp., en los cuales se busca la identificacion rapida

de levaduras mediante pruebas bioquimicas y enzimaticas. Particularmente en el
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panel se aplican sobre un medio sintético diferentes nutrientes como azucares,
alcoholes, peptona, asparagina, urea, sulfato de amonio y nitrato de potasio, todos
ellos por separado para apreciar el crecimiento de la levadura basandose en la
utilizacion de dichos nutrientes y dependiendo de su requerimiento nutricional se
realiza la identificacion. Este es un método poco utilizado en la actualidad, debido a
lo laborioso que resulta su realizacion en un laboratorio de Microbiologia, por lo que
la mayoria optan por métodos basados que faciliten la identificacion de las

levaduras. (Castro y Martin, 2007)
5.3.8.-Sistema API

Se trata de un sistema que incluye 20 pruebas bioquimicas colocados en 20 cupulas
0 pozos que contienen los sustratos carbonados deshidratados y se inoculan con la
levadura. El crecimiento se produce si la levadura presenta la capacidad de utilizar
dicho sustrato en un medio minimo semisdlido donde la lectura de cada prueba
genera un codigo numérico dependiendo del resultado, el cual facilita la
identificacion de 34 especies de levaduras distintas las cuales se pueden consultar

en el manual o inserto de cada casa comercial. (Castro y Martin, 2007)

5.3.9.- Sistema Vitek 2 compact

Es un sistema automatizado para la identificacion de microorganismos, incluidas
levaduras, asi como el estudio de sensibilidad antimicrobiana que incluye 64 pozos
con pruebas bioquimicas basadas en la utilizacion de carbohidratos y compuestos
nitrogenados que brindan la posibilidad de identificar 51 especies del género
Candida en aproximadamente 15 horas. (Jorda et al., 2005)

La identificacibn del microorganismo se realiza con la inoculacion de una
suspension problema en tarjetas con paneles que contienen las reacciones
bioquimicas determinadas para cada tipo de microorganismo; mientras que la
sensibilidad antimicrobiana se lleva a cabo en forma similar a través de tarjetas que

contienen diluciones estandarizadas de los distintos antibiéticos o antifingicos
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correspondientes segun sea el caso a los puntos de corte de sensibilidad
establecidos (Consultar Anexo 4). (Jorda et al., 2005)

El equipo maneja un sistema que utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos, las
cuales son inoculadas con la suspension de un cultivo puro microbiano y el perfil de
desarrollo es interpretado de forma automatica ya que las tarjetas reactivas tienen
contienen en sus 64 pozos un sustrato diferente con los cuales se miden varias
actividades metabolicas como acidificacidn, alcalinizacion, hidrélisis enzimaticas y

desarrollo en presencia de sustancias inhibidoras. (Ochiuzzia et al., 2014)

Las tarjetas se encuentran selladas en ambos lados por una pelicula clara que evita
el contacto entre las diferentes mezclas del sustrato con el microorganismo y a la
vez permite la transmision del nivel de oxigeno apropiada. Cada tarjeta tiene un tubo
delgado de transferencia preinsertado para la inoculacion y ademas cada una
cuenta con codigos de barras que contienen informacion sobre el tipo de producto,
namero de lote, fecha de caducidad y un identificador Unico que puede ser ligado a
la muestra ya sea antes o después de cargar la tarjeta al sistema, lo cual evita

errores y confusiones en las lecturas y emision de resultados. (Jordé et al., 2005)

Figura 9.- Sistema automatizado Vitek 2 compact para la identificacion de

microorganismos aislados de muestras clinicas.
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El equipo automatizado Vitek 2 compact brinda resultados rapidos y confiables a partir de un sistema que
determina género y especie de microorganismos como bacterias y levaduras aislados de diversas muestras,
pero principalmente su utilidad se basa en el area clinica ya que también es capaz de realizar el panel de
sensibilidad correspondiente al tipo de microorganismo. (Fotografia tomada en el laboratorio de Microbiologia y

Parasitologia del INPer, Isidro Espinosa de los Reyes)

Para un resultado confiable es importante realizar la técnica de la mejor forma
posible y con las medidas de seguridad necesarias para evitar contaminacion de las
muestras. El in6culo siempre se debe transferir con asa estéril, a partir de un cultivo
puro desarrollado durante 24 horas en agar nutritivo en una cantidad suficiente para
ajustar la turbidez de 0.80 a 1.2 para el caso de levaduras; a partir de dichas
suspensiones se obtiene el género del microorganismo problema ya que se colocan
en un cassette especial con sus respectivas tarjetas de identificacion que se inserta
al sistema Vitek 2 compact. (Jorda et al., 2005)

Una vez que las muestras se encuentran dentro del equipo, son sometidas al
proceso de identificacion de forma automatica ya que primeramente son
transportadas a una camara en la que se aplica vacio y en seguida se reintroduce
nuevamente el aire, esto se lleva a cabo para lograr que la suspensién bacteriana
pase a través del tubo de transferencia hacia los microcanales que llenan todos los
pozos de la tarjeta de identificacion. Posteriormente las tarjetas inoculadas pasan
por un mecanismo que corta los tubos de transferencia y las sella para después
incubarlas a 35.5 + 1° C., y a partir de ahi cada tarjeta es removida del carrusel
incubador en lapsos de 15 minutos y transportada al sistema éptico de transmitancia
gue usa diferentes longitudes de onda del espectro visible para interpretar las
reacciones de turbiedad o el color de los productos metabdlicos y asi los resultados

({313

de cada prueba aparecen como “+”, “-“, 0 “?” cuando las reacciones son débiles.
Después la base de datos interpreta y guarda los resultados con respecto al gran
namero de cepas de microorganismos que han sido guardados y probados bajo
varias condiciones de cultivo cuyas cepas provienen de una variedad de fuentes
clinicas e industriales, asi como de colecciones de cultivo perfectamente

estandarizadas como lo son las cepas ATCC. (Jorda et al., 2005)
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El sistema Vitek 2 compac también brinda resultados de sensibilidad a antibiéticos
y antifingicos cuando asi se requiere, solo hace falta realizar una dilucion a partir
de la suspension del microorganismo y colocar la tarjeta de sensibilidad
correspondiente, asi el proceso se lleva a cabo de la misma forma que ocurre con
la identificacion de género y especie y de esta forma la base de datos guarda los
resultados obtenidos, indicando si existe sensibilidad o resistencia al antibiotico o
antifangico, asi como la concentracion minima inhibitoria para cada una de ellos, lo
cual ha sido de gran utilidad a nivel clinico al momento de dar el tratamiento
indicado. A lo largo de mucho tiempo se sembrd incertidumbre respecto al valor del
antifungigrama para determinar las concentraciones minimas inhibitorias de los
antifangicos y por lo tanto para orientar al tratamiento pero en los ultimos afos se
ha mostrado un progreso en la estandarizacion de las pruebas de sensibilidad a los
antifingicos y esto ha permitido que los laboratorios y médicos confien cada vez
mas en los resultados obtenidos, ya que de esta manera se ha facilitado la
interpretacion in vitro en relacién a la eficacia del antifingico con respecto al

tratamiento indicado ante los casos de micosis. (Jorda et al., 2005)

5.4.- Tratamiento de la candidosis vaginal

Para determinar el tipo y duracion del tratamiento de la candidosis vaginal es
importante conocer primeramente la especie de Candida involucrada,
posteriormente los habitos generales de la paciente como lo son de higiene,
practicas sexuales riesgosas y condiciones de salud en las que se encuentra ya que
a partir de estos aspectos se puede llegar a las causas por las cuales se adquirio la
infeccion, sobre todo en casos de infecciones recurrentes. En mujeres con infeccion
vaginal por Candida albicans tanto los azoles como la nistatina son medicamentos
efectivos, pero no son practicos en infecciones vaginales causadas por especies de
diferentes a albicans ya que son poco eficaces, sobre todo en el caso de C.
glabrata. (Pineda et al., 2017)

Debido a que no hay fundamentos que evidencien de forma significativa el hecho
de que algun azdlico sea mejor que otro para tratar las infecciones vaginales, se

sabe que las tasas de cura oscilan entre el 80 y el 90 por ciento de los casos en los
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gue se administra este tipo de medicamentos; sin embargo se sabe que los azoles
via oral muestran tasas de curacion mas elevadas que por otra via pero el potencial
toxico del farmaco aumenta por lo que la busqueda de otras alternativas de
tratamiento sigue poniéndose a discusion en las diferentes instituciones de salud.
(Garcia et al., 2006)

A partir del surgimiento de aislamientos resistentes a los antifungicos en el género
Candida, se ha planteado como parte del protocolo identificar ademas del género la
especie de la levadura que se encuentra como agente etioldgico de la infeccion ya
gue a partir de esto se puede decidir si es necesario o no determinar la sensibilidad
a antifangicos, esto es practicamente esencial en casos de fracasos terapéuticos o
recidivas. Es importante recalcar que los procedimientos para determinar la
sensibilidad a los antifingicos no deben realizarse de forma rutinaria en las
levaduras aisladas de muestras genitourinarias como lo es el caso de los exudados
cervicovaginales en las cuales no se tienen datos acerca de recurrencia o
tratamiento anterior fallido, por lo que es mejor reservar insumos para las
infecciones causadas por especies diferentes a C. albicans cuyo patron de
sensibilidad no esté bien establecido y para aquellas especies que suelen presentar
resistencia a algunos antifingicos de uso habitual o se hayan agotado estos como

alternativa de tratamiento. (Garcia & Hernandez, 2011)

En las pacientes con candidosis vaginales recurrentes o complicadas es de suma
importancia efectuar una identificacion correcta del agente causal y realizar estudios
de sensibilidad para confirmar el diagndstico ya que de esto depende la eleccion del
tratamiento més adecuado, el cual debe ser dado por el médico a partir del informe
microbiolégico expedido por el laboratorio de Microbiologia. (Pineda et al., 2017)

Segun datos en México, para tratar la candidosis vaginal de leve a moderada ha
sido comun el uso de regimenes farmacoldgicos cortos o de dosis Unica porque han
mostrado eficacia y han sido bien aceptados por las pacientes por el hecho de ser
rapidos y comodos; los tratamientos mas comunes se basan en la ingesta de
fluconazol en tabletas de 150 miligramos o tabletas de itraconazol de 600

miligramos via oral, asi como la administracién de 6vulos vaginales de isoconazol

54



de 600 miligramos. En el caso de las candidosis vaginales no complicadas se sabe
que tanto los azoles topicos y orales, asi como la nistatina local tienen una
efectividad alrededor del 80 por ciento, mientras que en pacientes que presentan
una infeccidon severa o complicada se requiere de un tratamiento mas largo que
consta hasta de siete dias ya que no ha sido establecido un régimen 6ptimo, se
basan en la ingesta de tabletas de ketoconazol en dosis de 400 miligramos por dia,
itraconazol que va de 50 a 100 miligramos diarios, e incluso tratamientos que se
extienden hasta 6 semanas administrando fluconazol via oral en dosis de 100
miligramos por semana y Ovulos vaginales de clotrimazol en dosis de 500
miligramos una vez por semana hasta concluir con la prescripcion. En las mujeres
embarazadas el tratamiento debe ser por via vaginal y evitarse el uso de azoles
orales debido a los efectos teratogénicos que pueden producir. (Pineda et al., 2017)

Para tratar la candidosis vaginal recurrente, primero deben conocerse todos
aguellos factores predisponentes con los que cuenta la paciente ya que a partir de
ellos se puede llegar a la raiz del problema sabiendo que la infeccién vaginal por
Candida spp. es una enfermedad multifactorial que debe manejarse con especial
cuidado en las pacientes con diabetes, VIH, embarazadas o alguna otra condicion
de inmunocompromiso debido a las restricciones que puedan existir en cuanto a los
diferentes tratamientos. En estos casos, el tratamiento consta normalmente de tres
fases comenzando con la de induccion donde la administracion es topica u oral de
un compuesto azélico hasta que se obtenga un cultivo negativo entre los siete y
catorce dias posteriores al inicio del tratamiento; posteriormente se inician las fases
de mantenimiento y supresion donde se puede administrar ketoconazol en dosis de
100 miligramos diarios o clotrimazol de 500 miligramos una vez por semana, ambos
en presentacion de o6vulos vaginales para finalmente extender el tratamiento
siguiendo un régimen de dosis bajas de fluconazol via oral, lo cual ha mostrado un
alto porcentaje de efectividad en pacientes que son susceptibles a adquirir

infecciones vaginales y las presentan en forma recurrente. (Pineda et al., 2017)
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6.- Materiales y reactivos

e Microscopio Optico Axiostar plus - ZEISS

e Asas bacteriologicas

e Equipo automatizado Vitek 2 compact - bioMérieux

e Densitometro Densi check - bioMérieux

e Tarjetas de identificacion YST y sensibilidad YST-SO07 para levaduras -
bioMérieux

e Hidroxido de potasio al 40%

e Agar chocolate — MCD Lab

e Agar sangre de carnero — MCD Lab

e Agar Mc Conkey — MCD Lab

e Agar Thayer Martin — MCD Lab

e Agar sangre humana — MCD Lab

e Cromoagar orientador para levaduras — MCD Lab

e Agar dextrosa Sabouraud — MCD Lab

e Agar dextrosa papa — MCD Lab

e Colorantes para tincion de Gram
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7.- Metodologia

Examen en
fresco

e ) e———

Deteccién de candidosis vaginal

L

Se realiz6 la toma de muestra de
exudado cervicovaginal

El raspado se llevé a cabo con tres

hisopos distintos

Tincién de
Gram

Medios de
cultivo

Se revisaron de
inmediato

Se homogeneizé
la muestra y se
colocé una gota
en portaobjetos
limpio

Se enfoco en
microscopio
Optico a 40x y
Se revisaron
todos los
campos a 100x
con aceite de
inmersion

Se anadi6 una
gota de KOH al
40 %

Se coloco un
cubreobjetos
sobre la
preparacion y se
lobservo a 40x en|
microscopio
optico
{

Se reporto la
presencia de
levaduras,
pseudohifas y
pseudomicelio

Se buscaron
estructuras
levaduriformes:
levaduras,
pseudohifas y
pseudomicelios

Se sembraron las

muestras bajo la
técnica de estria
cruzada en ACh,
AS, AHB, PDA,
MC, TMY
Cromoagar
orientador

ILas placas de agar

37°C por 48 horas

se incubaron en
estufa de CO:2 a

La laminilla se
desecho en
contenedor
rigido para

vidrio

determinaron las
caracteristicas de

microorganismos

| |
Cumplido el
tiempo de
incubacion, se

los

recuperados

Se seleccionaron

orientador en las

Las preparaciones

se desecharon en

contenedor rigido
para vidrio

las placas de
cromoagar

cuales hubo
desarrollo de
levaduras

Se observaron las
caracteristicas de

principalmente su

las colonias,

color

seleccionadas se
resembraron en
SDA mediante la
técnica de estria

|
Las colonias

cruzada

—_—— |
Identificacion de la levadura en
equipo automatizado Vitek 2
compact

2
Se tomo6 un in6culo pesado de las
cepas resembradas en medio SDA 'y
se resuspendio en un tubo con 3ml
de solucién salina fisiologica estoril

[ ]
Se homogeneizé en vortex y se
midi6 la densidad con ayuda del

densitdmetro Densicheck
LY

Se ajusté la densidad de la
suspension entre 1.8 y 2.2 para la
deteccion de levaduras en el equipo

Se realizo una dilucion, depositando
280 microlitros de suspension en
3ml de solucion salina fisioldgica

estéril

L 1
Para identificacion de género y
especie se colocaron las tarjetas
YST en el tubo con suspension

LY

Para panel de sensibilidad a
antifingicos se colocaron las tarjetas
YST- SO7 en el tubo de dilucion
[ 4

El caset se introdujo en el primer

compartimento del equipo y se retird

cuando la alarma lo indicd
[}

Se traslado el caset al segundo
compartimento y se retir6 cuando lo
indicé la alarma del equipo
| |

Los tubos y tarjetas se desecharon
en bolsa roja para RPBI

24 horas después se consultaron y
reportaron resultados definitivos
4

Al recabar 200 muestras positivas
para candidosis vaginal se procedi6 a
revision de archivo clinico y
recoleccion de datos

L Incubar en

esatufa de CO: a

37°C por 24
horas

L Se realiz6 analisis estadistico
de datos y discusion de
resultados
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8.- Resultados

Durante 4 meses, en el Instituto Nacional de Perinatologia, Isidro Espinosa de los
Reyes, se tomaron exudados cervicovaginales a 1800 pacientes embarazadas y no
embarazadas. Estas muestras se procesaron de la misma manera, trabajando con
técnicas que son fundamentales para dar un diagnéstico de infeccion vaginal como
lo fueron el examen en fresco, tincion de Gram y desarrollo en medios de cultivo,
obteniendo asi 200 muestras que resultaron positivas a infeccién micética producida
por levaduras del género Candida, cuya especie se confirm¢é a través del sistema
automatizado Vitek 2 compact y de las cuales se obtuvieron los siguientes
resultados.

Figura 10. Levaduras del género Candida en examen en fresco a partir de una

muestra de exudado cervicovaginal.

Examen en fresco de una muestra de exudado cervicovaginal montado en microscopio 6ptico a 40x, (Fotografia
tomada en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del INPer, Isidro Espinosa de los Reyes)
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En la fotografia se aprecia un campo con levaduras en gemacion correspondientes
a una muestra positiva para candidosis vaginal, la cual estuvo acompafada también
por células epiteliales y leucocitos, propios del proceso infeccioso; dichas
estructuras fueron apreciadas debido a que la muestra se monté de forma directa,
siendo este el primer indicio a nivel laboratorio de que el microorganismo esta
presente en la zona, por esta razén es importante la realizacion de la técnica, ya
que la presencia de mas de cuatro levaduras por campo es un indicio de candidosis

vaginal.

Figura 11. Pseudomicelio de C.albicans en examen en fresco a partir de una

muestra de exudado cervicovaginal.

Examen en fresco de una muestra de exudado cervicovaginal montado en microscopio 0ptico a 40x. (Fotografia

tomada en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del INPer, Isidro Espinosa de los Reyes)

La imagen corresponde a un examen en fresco, donde se encontraron gran cantidad
de levaduras y formacion de pseudomicelios pertenecientes a Candida albicans, ya
que la presencia de dichas estructuras indica que la infeccidon se encuentra activa
debido a que la levadura desarrolla dicha morfologia cuando se encuentra alojada
en el tejido afectado y a temperatura 6ptima como lo es la corporal, asi como

abundantes células de descamacion propias del proceso infeccioso que se estaba
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llevando a cabo. Fue necesario revisar minimo 20 campos en esta técnica para

localizar las estructuras de interés.

Figura 12. Levaduras de Candida glabrata en examen en fresco con KOH al 40% a

partir de una muestra de exudado cervicovaginal.

La imagen corresponde a un examen en fresco de una muestra de exudado cervicovaginal con KOH al 40% en
microscopio 6ptico a 40x. (Fotografia tomada en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del INPer, Isidro

Espinosa de los Reyes)

En la fotografia se pueden observar levaduras correspondientes a Candida glabrata
debido a que no se encontraron pseudohifas y como se mencioné anteriormente,
este género no es capaz de desarrollarlas. La modificacion a la técnica original fue
acertada porgue al agregar una gota de KOH al 40% y observar toda la preparacion
se pudo clarificar la muestra y apreciar de una mejor manera las estructuras
levaduriformes ya que se notd0 la ausencia de células epiteliales y biota
acompafante. También es importante recalcar que la presencia de mas de cuatro
levaduras por campo es un indicio de candidosis vaginal cuando se hace la

preparacion en fresco tal y como se ve en la imagen.

60



Figura 13. Pseudomicelio de C.albicans en examen en fresco con KOH al 40% a

partir de una muestra de exudado cervicovaginal.

‘.
2o

Examen en fresco de una muestra de exudado cervicovaginal, al cual se le agreg6 una gota de KOH al 40%
para clarificar la preparacion al ser montado en microscopio 6ptico a 40x. (Fotografia tomada en el laboratorio

de Microbiologia y Parasitologia del INPer, Isidro Espinosa de los Reyes)

La imagen pertenece a un examen en fresco tomado a partir de una paciente con
flujo blanco abundante y grumoso caracteristico de candidosis. En el campo
enfocado no hubo presencia de células epiteliales ni biota acompafiante ya que
fueron degradados por el KOH que se agreg0 y gracias a esto fue posible detectar
con facilidad la gran cantidad de pseudohifas formando pseudomicelio a partir de
levaduras de la especie C.albicans. Los resultados que da el examen en fresco son
primordiales para la continuacion del procedimiento hacia un diagnéstico porque a

partir de él se tiene una sospecha de la infeccion.
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Figura 14. Levaduras del género Candida en tincion de Gram a partir de una

muestra de exudado cervicovaginal.

Tinciéon de Gram de una muestra de exudado cervicovaginal donde se aprecian mas de cuatro levaduras en el
campo enfocado a 100x en microscopio Optico. (Fotografia tomada en el laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia del INPer, Isidro Espinosa de los Reyes)

En la fotografia tomada en el laboratorio se observa un extendido de exudado
cervicovaginal tefiido a partir de la técnica de Gram, en la cual las levaduras
normalmente se aprecian de color violeta debido a que su pared retiene el colorante
primario, sin embargo pueden sufrir decoloracion y tomar una coloracion rojiza al
agregar safranina. En los casos donde la infecciébn es causada por Candida es
notoria la presencia de sus estructuras y principalmente se detectan en promedio
mas de 4 levaduras por campo al revisar la muestra microscépicamente. Esta
prueba sirvi6 como apoyo para comparar los resultados obtenidos en el examen en
fresco ya que permitié apreciar el tipo de bacterias y confirmar la presencia de

levaduras que tefiidas se pudieron apreciar de una mejor manera.
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Figura 15. Pseudohifas y pseudomicelio de C. albicans en tincion de Gram a partir

de una muestra de exudado cervicovaginal.

La imagen corresponde a una muestra de exudado cervicovaginal tefiida con Gram y positivo para candidosis
vaginal enfocado a 100x. (Fotografia tomada en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del INPer, Isidro
Espinosa de los Reyes)

La fotografia muestra levaduras, pseudohifas y pseudomicelios que fueron
detectados a partir de la tincibn de Gram realizada a una muestra con las
caracteristicas propias de candidosis vaginal. Cuando Candida se encuentra en su
fase parasitaria es posible encontrar dichas estructuras, excepto cuando el agente
etiolégico es Candida glabrata y es muy probable que la paciente presente signos y
sintomas que apoyan al diagnostico. Realizar la tincion de Gram fue de suma
importancia porque gracias a la coloracion se pudieron apreciar con claridad las
estructuras levaduriformes y ademas el tipo de bacterias acompafiantes, lo que
ayuddé a determinar si se trataba Unicamente de muestras con candidosis o

combinada con vaginosis bacteriana.
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Figura 16. Desarrollo de colonias del género Candida en Cromoagar orientador para

levaduras.

Se observa una placa de cromoagar orientador para levaduras con colonias aisladas de diferentes especies de
levaduras del género Candida: A) Colonias de Candida albicans se desarrollan de color verde: B) Candida
tropicalis se caracteriza por colonias azules en este medio de cultivo; C) Colonias moradas o violeta
pertenecientes a Candida glabrata; D) Para Candida krusei se aprecian colonias en color rosa o lila en
cromoagar orientador. (Fotografia tomada en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del INPer, Isidro

Espinosa de los Reyes)

El uso de cromoagar orientador ha sido de gran utilidad en el diagnéstico de
candidosis, en la fotografia se observa el crecimiento de las especies de Candida
gue se aislaron con mayor frecuencia en muestras clinicas de exudado
cervicovaginal: C. albicans, C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis, las cuales se
diferencian facilmente gracias a que su coloracién es distinta, esto se debe a que
cada una de ellas cuenta con enzimas especificas que utilizan como sustrato a los
diferentes agentes cromogénicos contenidos en el medio de cultivo. El desarrollo de
las diferentes levaduras en este medio de cultivo fue importante para el diagnostico
definitivo de candidosis, sin embargo la especie de todas las levaduras se confirmoé
a través del sistema automatizado Vitek 2 compact cuyos resultados obtenidos
coincidieron con los del cromoagar orientador, demostrando asi que su uso es

confiable.
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Tabla 1.- Prevalencia de pacientes embarazadas y no embarazadas atendidas en

el INPer, de las cuales se obtuvieron 200 muestras positivas para candidosis

vaginal.
Pacientes Numero de %
pacientes
Embarazadas 143 76.5
No embarazadas 44 23.5
TOTAL 187 100

Grafica 1.- Frecuencia de pacientes embarazadas y no embarazadas
atendidas en el INPer, de las cuales se obtuvieron 200 muestras
positivas para candidosis vaginal.

m Pacientes embarazadas

® Pacientes no embarazadas

La gréafica 1 representa el total de pacientes que obtuvieron un cultivo cervicovaginal
positivo para alguna de las diferentes especies de Candida, de las cuales 143 fueron
mujeres embarazadas representando un 76.5% y el 23.5% restante correspondi6 a
44 mujeres no embarazadas, siendo asi un total de 187 mujeres que contribuyeron
a la recoleccion de 200 muestras diferentes. Esto se debe a que 13 de las muestras
pertenecieron a mujeres con infecciones recurrentes que volvieron al laboratorio
para una nueva toma, probablemente después de un tratamiento médico, pero

obtuvieron nuevamente un resultado positivo.
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Tabla 2.- Presencia de Candida spp. como microorganismo Unico o como infeccion

mixta en muestras de pacientes embarazadas y no embarazadas con candidosis

vaginal atendidas en el INPer.

Microorganismos Muestras de Muestras de TOTAL %
pacientes pacientes no
embarazadas embarazadas
Candida spp. 139 43 182 91
Candida albicans y 2 1 3 15
Candida glabrata
Candida albicans y 12 2 14 7
Gardnerella vaginalis
Candida glabrata y 1 0 1 0.5
Streptococcus del grupo B
TOTAL 154 46 200 100

Grafica 2.-Presencia de Candida spp. en muestras de pacientes
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Grafica 3.- Frecuencia de muestras de pacientes embarazadas y no
embarazadas con candidosis vaginal atendidas en el INPer.

0,50%

1,50%

m Candida spp.
m C. albicans y C. glabrata
m C. albicans y G.vaginalis

m C. glabrata y SGB

En la grafica 2 se observa la presencia de Candida como Unico agente patégeno
causante de infeccion vaginal, la cual se detectd6 en 182 de las 200 muestras
analizadas, representando el 91% de ellas; mientras que las infecciones mixtas
ocuparon un porcentaje menor como se puede apreciar en la grafica 3. El 7% en el
caso de Candida albicans y Gardnerella vaginalis, 1.5% para Candida albicans y
Candida glabrata y el 0.5% restante en infeccion por Candida glabrata y
Streptococcus del grupo B; sin embargo, en todos los casos se obtuvo una mayor

frecuencia en muestras de pacientes embarazadas como se desglosé en la tabla 2.
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Tabla 3. - Prevalencia de las diferentes especies de Candida aisladas de muestras

obtenidas de pacientes atendidas en el INPer.

Muestras de Muestras de TOTAL %
Microorganismo pacientes pacientes no
embarazadas embarazadas
Candida albicans 118 28 146 73
Candida glabrata 34 16 50 25
Candida parapsilosis 0 1 1 0.5
Candida krusei 2 1 3 15
TOTAL 154 46 200 100

Grafica 4.- Prevalencia de las diferentes especies de Candida aisladas
de muestras obtenidas de pacientes atendidas en el INPer.
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Grafica 5.- Frecuencia de las diferentes especies de Candida
aisladas de muestras obtenidas de pacientes atendidas en el

INPer.
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La tabla 3 muestra las cuatro especies de Candida aisladas a partir de 200 muestras

positivas para candidosis, de las cuales C. albicans fue la especie que tuvo mayor

prevalencia tanto en muestras de pacientes embarazadas como no embarazadas,

seguido de C. glabrata, C. krusei y C. parapsilosis como se muestra en la gréafica 4;

mientras que en la grafica 5 se aprecia la frecuencia de cada una de ellas.

Tabla 4.- Especies de Candida que mostraron resistencia a antifingicos a partir

del panel de sensibilidad montado en sistema atomatizado Vitek 2 compact.

Especie Fluconazol | Voriconazol | Anfotericina | Flucitosina | Caspofungina | Micafungina | TOTAL
B %
C.albicans 0 1 1 2 0 0 4 2
C.glabrata 1 1 0 0 0 0 2 1
C.krusei 1 0 0 1 0 0 2 1
C.parapsilosis 0 0 0 0 0 0 8 4
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Gradfica 6.- Resistencia de Candida spp. a diferentes antiflingicos a partir de
panel de sensibilidad montado en sistema automatizado Vitek 2 compact.
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Grafica 7.- Frecuencia de cepas de Candida spp. resistentes a
antifingicos a partir de panel de sensibilidad montado en sistema
automatizado Vitek 2 compact.
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En la tabla 4 se describen los seis antifungicos probados en el panel de sensibilidad
Vitek 2 para levaduras, los cuales se utilizaron para cada uno de los cultivos
positivos en los cuales se identifico la especie y se obtuvieron los resultados
mostrados en la grafica 6, donde se aprecia que la especie que tuvo mayor
resistencia fue C. albicans, tanto a Flucitosina como a Voriconazol y Anfotericina B,
seguido de C. glabrata y C. krusei a Fluconazol, Voriconazol y Flucitosina; mientras
gue C. parapsilosis no mostro resistencia a ninguno de estos antifingicos. De esta
manera se dedujo que el 4% de las cepas obtenidas de los cultivos tuvieron
resistencia por uno o mas de los antifungicos probados y por lo tanto el 96% restante

pertenece a cepas sensibles a los mismos como se aprecia en la grafica 7.

Tabla 5.- Antifungicos indicados como tratamiento de candidosis vaginal para las
diferentes especies de Candida aisladas en muestras de pacientes embarazadas

atendidas en el INPer.

Antifangico C. albicans | C. glabrata | C. krusei | C. parapsilosis
TOTAL %
Clotrimazol 82 36 2 1 121 60.5
Isoconazol 6 0 0 0 6 30.5
Ketoconazol 51 10 0 0 61 3
Fluconazol 5 3 0 0 8 4
Nistatina 2 0 1 0 3 1.5
Itraconazol 0 1 0 0 1 0.5
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Grafica 8.- Antifungicos indicados como tratamiento de candidosis
vaginal para las diferentes especies de Candida aisladas en muestras de
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pacientes atendidas en el INPer.
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Grafica 9.- Frecuencia de antifuingicos indicados como tratamiento de
candidosis vaginal en mujeres atendidas en el INPer.

3%

1,50%

_l /_0,50%
® Clotrimazol

m Ketoconazol
® Isoconazol
® Fluconazol
= Nistatina

= jtraconazol

72



Para cada una de las muestras trabajadas se identificé el tratamiento médico que
fue indicado a la paciente, observando en la tabla 5 que son seis los antifungicos de
mayor eleccion; Clotrimazol fue utilizado en los casos de candidosis causada por C.
albicans, C. glabrata, C. krusei y C. parapsilosis como se aprecia en la grafica 8,
mientras que Isoconazol solo fue indicado para C. albicans e Itraconazol para
C.glabrata. Por lo tanto, Clotrimazol fue el tratamiento que obtuvo una mayor
frecuencia para las diferentes especies causantes de infeccién vaginal ocupando un
60.5%, mostrado en la grafica 9, seguido de Isoconazol con el 30.5%, Fluconazol
con el 4%, Ketoconazol obtuvo un 3% de eleccion, Nistatina 1.5% e Itraconazol fue

el antifingico menos indicado con solo un 0.5% de prescripcion médica.

Tabla 6.- Edad de pacientes embarazadas y no embarazadas atendidas en el INPer,

de las cuales se obtuvieron las muestras positivas para candidosis vaginal.

Edad (afios) Muestras de Muestras de TOTAL %
pacientes pacientes no
embarazadas embarazadas
14-17 15 0 15 7.5
18-24 32 1 33 16.5
25-34 65 23 88 44
35-40 33 12 45 22.5
41-45 9 5 14 7
46-55 0 5 5 2.5
TOTAL 154 46 200 100
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Grafica 10.- Rangos de edad de pacientes embarazadas y no
embarazadas atendidas en el INPer, de las cuales se obtuvieron las

muestras positivas para candidosis vaginal.
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Grafica 11.- Frecuencia de rangos de edad de pacientes
atendidas en el INPer, de las cuales se obtuvieron las
muestras positivas para candidosis vaginal
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La edad de las pacientes de las cuales se obtuvieron las muestras fue desde los 14
hasta los 55 afios, las cuales fueron agrupadas en seis diferentes rangos como se
describe en la tabla 6, mientras que en la grafica 10 se aprecia que las muestras
obtenidas de pacientes entre 14 y 17 afios de edad fueron solo de embarazadas y
a las pacientes de entre 46 y 55 afios se les tomo la muestra debido Unicamente a
problemas ginecoldgicos. En la mayoria de los casos las muestras pertenecieron a
pacientes en edad mas fértil, es decir entre 25 y 34 afios, lo cual correspondio al
44% de muestras, seguido de un rango entre 35 y 40 afios con el 22.5%, el 16.5%
correspondio a pacientes entre 18 y 24 afios, asi como un 7% a pacientes entre 41

y 45 afios como se muestra en la gréfica 11.

Tabla 7.- Padecimientos predisponentes para el desarrollo de candidosis vaginal en

pacientes atendidas en el INPer.

Padecimiento Muestras de Muestras de TOTAL %
pacientes pacientes no
embarazadas embarazadas
Diabetes 21 5 26 13
Obesidad 10 1 11 55
VIH 5 0 5 2.5
Lupus 4 0 4 2
Otras afecciones 114 40 154 77
TOTAL 154 46 200 100
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Grafica 12.- Padecimientos predisponentes para el desarrollo de

candidosis vaginal en pacientes atendidas en el INPer.
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Existen factores que predisponen a las mujeres a padecer uno o varios cuadros de
candidosis vaginal a lo largo de la vida, entre ellas algunas enfermedades como lo
son la diabetes, obesidad, VIH y lupus principalmente; en la tabla 7 se desglosaron
de acuerdo al estado de las pacientes de las cuales se obtuvieron las muestras. En
la grafica 12 se observa que la mayoria de las muestras trabajadas pertenecieron a
pacientes que no padecian alguna de estas enfermedades predisponentes pero si
contaban con alguna otra afeccion de salud. En la gréfica 13 se aprecia que entre
las enfermedades predisponentes la que obtuvo mayor frecuencia fue la diabetes
ocupando un 13% de las muestras, seguido de la obesidad con el 5.5%,
posteriormente VIH con el 2.5% vy finalmente lupus fue la enfermedad que tuvo

menor relevancia entre las muestras positivas a candidosis vaginal.

Tabla 8.- Procedencia de pacientes atendidas en el INPer.

Procedencia Muestras de Muestras de
(Entidad pacientes pacientes no TOTAL %
federativa) embarazadas embarazadas
CDMX 98 26 124 62
Estado de México 37 15 52 26
Guerrero 3 1 4 2
Hidalgo 3 2 5 25
Michoacan 3 1 4 2
Morelos 1 1 2 1
Puebla 4 0 4 2
Oaxaca 1 0 1 0.5
Tlaxcala 3 0 3 1.5
Veracruz 1 0 1 0.5
TOTAL 154 46 200 100
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Grafica 14.- Procedencia de pacientes atendidas en el INPer.
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Grafica 15.- Descripcidn en porcentaje de la procedencia de pacientes
atendidas en el INPer.
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La mayoria de las mujeres atendidas en el INPer tienen residencia en la Ciudad de
México (CDMX), por lo tanto las muestras obtenidas fueron también en su mayoria
pertenecientes a pacientes locales y algunas otras en menor proporcion
pertenecieron a pacientes foraneas como se describe en la tabla 8. Después de la
Ciudad de México, fue el Estado de México el que conté con mas cantidad de
pacientes que los demas estados de la republica como se ve en la grafica 14,
mientras que en la grafica 15 se describe la frecuencia de cada uno de ellos, la
Ciudad de México aporté un 62% de las muestras, seguido del Estado de México
con el 26%, Hidalgo con el 2.5%, Guerrero, Michoacan y Puebla con el 2%, Tlaxcala

el 1.5%, Morelos 1% y por ultimo Oaxaca y Veracruz con solo el 0.5% de muestras.
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9.- Discusion

Se realizé la toma de muestra de exudado cervicovaginal a las pacientes que
acudieron al laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Instituto Nacional de
Perinatologia, Isidro Espinosa de los Reyes presentando su orden médica, asi como
la confirmacion de datos personales y corroborar que contaran con los requisitos
previos a la toma de muestra ya que existen criterios de exclusion para dicho
procedimiento, los cuales no permitieron que las pacientes fueran atendidas. Los

criterios de exclusion para una toma de muestra de exudado cervicovaginal son:

e Haber mantenido relaciones sexuales 48 horas previas a la toma de muestra
e Ingesta de antibidticos 10 dias previos
e Uso de cremas o duchas vaginales

e Presentar sangrado vaginal o encontrarse en su periodo menstrual

Una vez que la paciente refiri estar lista para el procedimiento se inici6 la toma de
muestra (Anexol), donde se observé el aspecto, cantidad y color de la secrecién
producida; ademas durante la toma se incluyé un breve cuestionario verbal donde
la paciente respondi6é acerca de los signos y sintomas que se pueden presentar
ante una infeccion tales como ardor, prurito, inflamacion o dolor, lo cual es de gran
utilidad ya que esta informacion da indicios para la deteccién de candidosis vaginal

y otras infecciones. (Hanon, 2012)

Debido a la importancia que a nivel clinico representa la identificacion de la levadura
en los casos de candidosis vaginal, sobre todo dentro del INPer donde se atienden
Unicamente mujeres con diversas complicaciones ginecolégicas, se decidio realizar
este trabajo donde se logré detectar la infeccién en todos los casos donde existia
sospecha médica, esto a través de la evaluacion de cada una de las técnicas

diagnosticas utilizadas.

El diagndstico dentro del laboratorio es fundamental para la deteccion del agente
causal de candidosis, por lo que después de revisar todos los resultados se

determind cuales de las muestras fueron positivas a candidosis vaginal, para lo cual
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debieron cumplir con los siguientes criterios: secrecion vaginal grumosa y
blanquecina, examen en fresco y tincion de Gram con presencia de pseudohifas,
pseudomicelios o deteccion de cuatro o mas levaduras por campo, asi como
desarrollo caracteristico de colonias en los medios de cultivo y la confirmacion de
género y especie mediante un sistema automatizado. (Pineda et al., 2017; Unda,
2011)

Se estudiaron asi 1800 muestras de exudado cervicovaginal, de las cuales 200
fueron positivas para candidosis vaginal que pertenecieron a 187 pacientes debido
a que algunas de ellas presentaron recidivas y volvieron a realizarse el estudio. Un
76.5% de las pacientes eran mujeres embarazadas, de las cuales se obtuvieron 154
muestras, mientras que el 23.5% de pacientes restantes fueron mujeres no
embarazadas pero tratadas dentro den INPer debido a problemas ginecoldgicos o
infertilidad contribuyendo con 46 muestras positivas como se describio en la tabla 1
(Prevalencia de pacientes embarazadas y no embarazadas atendidas en el INPer,

de las cuales se obtuvieron 200 muestras positivas para candidosis vaginal).

La primera técnica realizada fue el examen en fresco (Anexo 2.1) porque permitié
apreciar estructuras que no se fijan en la laminilla para la tincion de Gram como lo
son Trichomonas vaginalis y eritrocitos, por lo tanto esta prueba sirvié de base para
continuar con el estudio de la muestra y detectar en primera instancia si era una
probable biota habitual o incluso una infeccion mixta. La decisién de repetir la
prueba en cada una de las muestras fue relevante debido a la adicién de KOH al
40% que degrado las estructuras acompafiantes y clarifico la muestra, este reactivo
es de gran apoyo en el area de Micologia para la busqueda intencionada de hongos,
en este caso levaduras que en algunos casos no se apreciaron en la primera
revision del examen en fresco y cuyos resultados se pueden ver en las figuras 12
(Levaduras de Candida glabrata en examen en fresco con KOH al 40% a partir de
una muestra de exudado cervicovaginal) y 13 (Pseudomicelio de C.albicans en
examen en fresco con KOH al 40% a partir de una muestra de exudado

cervicovaginal). (Castro & Martin, 2007)

81



La tincion de Gram (Anexo 2.2) se reviso con objetivo de inmersion en al menos 20
campos, sin embargo se realizé por duplicado y revisando todos los campos para
confirmar la presencia de levaduras y pseudomicelios los cuales fueron visibles
también en algunas muestras que no lo presentaron en el examen en fresco, esto
debido a que en el fresco la muestra se diluye dentro de la solucion salina y en un
extendido para la tincion la muestra se concentra en ciertas partes de la laminilla
permitiendo de manera mas frecuente el hallazgo; asi mismo pudieron determinarse
bacterias Gram+ o - en el caso de infecciones mixtas. Por esta razén, es importante
realizar esta técnica y complementarla con el examen en fresco, ya que el resultado
se confirma una vez que se obtiene el desarrollo en medios de cultivo. Ademas al
observar las levaduras tanto en fresco como en Gram, se pudo hacer un conteo de
las mismas y detectar si en promedio existian mas de cuatro levaduras por campo
entonces se sospecho de candidosis como se muestra en las figuras 14 (Levaduras
del género Candida en tincion de Gram a partir de una muestra de exudado
cervicovaginal) y 15 (Pseudohifas y pseudomicelio de C. albicans en tincion de
Gram a partir de una muestra de exudado cervicovaginal). (Garcia & Hernandez,
2011)

En todos los casos seleccionados como sospechosos de candidosis hubo
crecimiento de levaduras en los medios de cultivo utilizados (Anexo 3) y
principalmente en el cromoagar orientador que gracias al desarrollo de color en las
colonias permitié detectar la especie causante de la infeccion como se observa en
la figura 16 (Desarrollo de colonias del género Candida en cromoagar orientador
para levaduras) donde C. albicans aparece en color verde y C. tropicalis en azul
debido a que poseen la enzima hexosaminidasa que utiliza como sustrato al agente
cromoégeno X-NAG presente en el medio, mientras que C. glabrata es color violeta
y C. krusei rosa debido a que poseen fosfatasa alcalina que toma como sustrato al
agente BCIP y asi logran desarrollar tonalidades que varian dependiendo de la

cantidad de enzima y color natural de cada especie. (Alfonso et al., 2010)

Esto pudo confirmarse a través de la técnica establecida para el sistema

automatizado Vitek 2 compact (Anexo 4) que en menos de 24 horas fue capaz de
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obtener género y especie porque utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos y
sustratos en cada una de las pruebas individuales para determinar las actividades
metabdlicas caracteristicas de cada microorganismo y el perfil de desarrollo es
interpretado de forma automatica. Gracias a esta técnica se obtuvo también el panel
de sensibilidad para cada una de las diferentes cepas donde el 96% de las muestras
mostraron sensibilidad a los antifingicos probados: fluconazol, voriconazol,
caspofungina, micafungina, anfotericina B y flucitosina. Como se muestra en la
grafica 6 (Frecuencia de cepas de Candida spp. resistentes a antifingicos a partir
de panel de sensibilidad montado en sistema Vitek 2 compact) solo un 2% de las
muestras positivas a C. albicans fueron resistentes a alguno de los antifingicos ya
mencionados, mientras que C. glabrata y C. krusei lo hicieron solo en 1% cada una,

obteniendo una mayor frecuencia de resistencia a Flucitosina. (Jordé et al., 2005)

El comportamiento de resistencia se da cuando el hongo continta creciendo y
produciendo sintomatologia a pesar de que la concentracion del antifungico es
méaxima en el lugar de infeccién pero si la paciente tiene compromiso grave de la
respuesta inmune no va a ser capaz de eliminar el patdgeno; aunque también influye
el uso de estos farmacos como profilaxis, de manera empirica y la automedicacion.
Sin embargo en este caso los resultados obtenidos son utiles a nivel epidemiolégico
debido a que en el panel de sensibilidad no se incluyen todos los antifungicos de
uso comun de los cuales se puede obtener dicha informacion realizando las pruebas

de forma manual en casos donde el medico lo requiera. (Ochiuzzia et al., 2014)

La determinacion en conjunto sirvioé para evaluar las 2 técnicas de confirmacion del
diagnéstico ya que en todos los casos los resultados obtenidos por el cromoagar
coincidieron con los reportados por el Vitek 2 compact, por lo tanto el uso de
cualquiera de ellos puede dar un resultado certero y definitivo siempre y cuando el

color de las colonias en cromoagar no sea dudoso.

Las muestras obtenidas para la realizacion del estudio se tomaron a pacientes de
entre 14 y 55 afios de edad, resultando una edad promedio de 30 afos debido a
gue los casos de infeccion prevalecen durante la edad reproductiva que es la etapa

en la cual se ve mas alterada la biota habitual vaginal debido a los diversos factores
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que alteran el pH acido vaginal como lo son el uso de anticonceptivos, duchas
vaginales, ropa ajustada que aumenta la humedad en la zona, tampones o toallas
sanitarias y una vida sexual activa. (Guia de practica clinica, 2008)

La frecuencia de candidosis vaginal fue mayor en pacientes embarazadas porque
Candida spp. es un hongo oportunista y su proliferacion no solo depende de
cambios en el pH vaginal sino prioritariamente del estado inmune ya que el
embarazo es una etapa en la cual hay un marcado aumento en las concentraciones
de hormonas como el estrogeno, lo cual se correlaciona con el aumento del
glucogeno en el tejido vaginal y produce un ambiente rico en carbono para el

desarrollo de candidosis. (Pineda et al, 2017)

En el 91% de las muestras se encontré Candida spp. como Unico agente causal de
la infeccién, el resto correspondié a infecciones mixtas principalmente por C.
albicans con G. vaginalis en un 7%, C. albicans con C. glabrata correspondieron al
1.5% y la infeccion mixta menos frecuente fue C. glabrata y Streptococcus del grupo
B como se describid en la tabla 2 (Presencia de Candida spp. como microrganismo
anico o como infeccibn mixta en muestras de pacientes embarazadas y no
embarazadas con candidosis vaginal atendidas en el INPer) y gréfica 3 (Frecuencia
de muestras de pacientes embarazadas y no embarazadas atendidas en el INPer);
esto ocurre principalmente en casos donde las pacientes se encuentran
mayormente expuestas a los factores de riesgo o el desajuste en la biota habitual
vaginal permite la colonizacién de otros microorganismos. (Ciudad, 2007; Nester,
2007)

C. albicans es la especie que aparecio con mayor frecuencia debido a su facilidad
para adherirse al epitelio vaginal y de reproducirse en un ambiente calido y humedo,
ademas al ser un microorgansimo que forma parte de la biota normal vaginal es facil
que su proliferacion se lleva a cabo ante algun factor que altere la zona como lo son
el cambio de pH y descenso de Lactobacillus sp., o estados de inmunocompromiso

tales como el embarazo, o enfermedades como SIDA, obesidad y diabetes.
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C. albicans estuvo presente tanto en mujeres embarazadas como en no
embarazadas como puede verse en la grafica 4 (Prevalencia de las diferentes
especies de Candida aisladas en las 200 muestras obtenidas de pacientes
atendidas en el INPer), ocupando un 73% del total de las muestras representado en
la grafica 5 (Frecuencia de las diferentes especies de Candida aisladas de muestras
obtenidas de pacientes atendidas en el INPer); mientras que C. glabrata ocup6 un
25% del total de muestras obtenidas, siendo la segunda especie més frecuente ya
gue es cada vez mas comun encontrarla en casos de candidosis en general. La
candidosis vaginal originada por C. krusei mostré un 1.5% de frecuencia y C.
parapsilosis solo un 0.5% del total de las muestras estudiadas, siendo estas dificiles
de encontrar a nivel vaginal. Ambas especies tuvieron una menor frecuencia debido
a que no forman parte de la biota habitual vaginal, por lo tanto son adquiridas de

forma exdgena. (Castrillon et al., 2005)

Las opciones de tratamiento para la candidosis vaginal es amplia debido a que la
mayoria son causadas por C. albicans cuyas cepas son en su mayoria sensibles a
antifangicos y normalmente este tipo de infeccion no suele complicarse al menos
qgue las pacientes se encuentren en un estado de salud grave. En la gréafica 9
(Frecuencia de antifungicos indicados como tratamiento de candidosis vaginal en
mujeres atendidas en el INPer) se muestran las frecuencias de los antifingicos
indicados a las pacientes del INPer de las cuales se obtuvieron las muestras
trabajadas; en el 60.5% de las muestras se optd por clotrimazol, seguido de
isoconazol con el 30.5%, fluconazol en un 4%, ketoconazol 3%, nistatina con el
1.5% y el menos frecuente fue itraconazol con el 0.5%, notando que los de mayor
eleccion fueron los azoles que inhiben al citocromo P-450 a través de la inactivaciéon
de la enzima C-14-a-demetilasa, interrumpiendo la sintesis del ergosterol en la
membrana celular y el crecimiento del hongo, ademas dichos farmacos son de venta
libre y sus presentaciones farmacéuticas se prestan a tratamientos cortos facilitando
Su uso contra infecciones genitales, mientras que los antifingicos menos prescritos
fueron los polienos cuyas presentaciones farmacéuticas son muy variadas y con
tratamientos largos donde su accién es unirse al ergosterol presente en la

membrana celular fungica, donde se forman poros que alteran la permeabilidad de
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la membrana lo que permite una pérdida de proteinas, glucidos y cationes,

causando asi la muerte celular. (Garcia et al., 2006)

Asi como el embarazo es un factor predisponente para desarrollar infeccion vaginal
por el género Candida, existen también otros padecimientos que se vieron
involucrados entre las posibles causas o factores que comprometen el estado de
salud de las pacientes, haciendo que las levaduras proliferaran produciendo una
infeccion. Un 13% de las muestras obtenidas pertenecieron a mujeres con diabetes,
de las cuales 21 de correspondieron a pacientes embarazadas, como se muestra
en la grafica 12 (Padecimientos predisponentes para el desarrollo de candidosis
vaginal en pacientes atendidas en el INPer) y ambos factores generaron una mayor
probabilidad de padecer candidosis vaginal. Seguido de la diabetes, se encontro
gue un 5.5% de las muestras estudiadas fueron tomadas a pacientes con obesidad
en sus diferentes grados, incluso dicha enfermedad obtuvo una frecuencia por
encima de la generada por pacientes con VIH que fue de 2.5% y lupus con el 2%,
deduciendo asi que la obesidad es un factor predisponente a la infeccion que cada
vez toma mayor fuerza en al ambito epidemioldgico y existen ahora mas evidencias
del porque se ha convertido en un problema de salud en México. (Garcia et al.,
2006; Pineda et al, 2017)

El padecer alguna enfermedad cronico degenerativa o alguna otra que genere
inmunocompromiso es una situacién que eleva las posibilidades de presentar
candidosis vaginal, ya que como se observa en la grafica 13 (Frecuencia de
padecimientos predisponentes al desarrollo de candidosis vaginal en pacientes
atendidas en el INPer), el 77% de las muestras se obtuvieron de pacientes con
padecimientos distintos a los que normalmente se conocen como predisponentes
para el desarrollo de la infeccién por Candida spp. Esto significa que existen otras
patologias que pudieran estar relacionadas a la infeccion, en esta investigacion
algunas de ellas fueron problemas en la glandula tiroides, enfermedades renales y
miomatosis uterina. (Ciudad, 2007; Nester, 2007)
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Las pacientes del INPer proceden de diversos estados de la Republica mexicana
debido a que requieren atencion meédica especializada y segun los resultados
obtenidos, un 62% de las muestras correspondieron a mujeres con residencia en la
Ciudad de México, seguidas de un 26% del Estado de México, mientras que es mas
dificil el acceso a mujeres con residencia en los estados aledafios, tales como
Veracruz o Oaxaca donde el porcentaje de muestras obtenidas de mujeres que
viven ahi fue muy bajo, como se observa en la gréfica 15 (Descripcion en porcentaje
de la procedencia de pacientes atendidas en el INPer). Aunado a esto, es probable
gue muchas pacientes de provincia que requieren ser tratadas no cuenten con
atencion meédica o los recursos necesarios para los servicios de salud y por lo tanto
disminuye el nimero de mujeres procedentes de otros estados del pais.

87



10.- Conclusién

Se anexaron criterios importantes al protocolo de trabajo establecido por el
laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del INPer para la deteccion de
candidosis vaginal ya que en el caso del examen en fresco se afiadio KOH al 40%
que fue de gran apoyo al momento de la revision microscopica ya que facilito el
hallazgo de levaduras y pseudomicelios; ademas con la tincion de Gram se pudo
corroborar el resultado obtenido del fresco porque las estructuras tefiidas se
detectaron mas facilmente en el microscopio, se implementé el uso de cromoagar
orientador para levaduras y se confirmé el resultado en equipo automatizado Vitek
2 compact, lo que implica un gran aporte al personal de laboratorio en el
procesamiento diario de las muestras, comprendiendo asi que todas las técnicas
aplicadas son importantes y deben realizarse en conjunto para obtener un resultado

definitivo y confiable.

La decision de incluir al cromoagar en la técnica de diagnostico clinico para la
deteccidén de candidosis vaginal fue acertada porque a partir de ahora sirve para
otorgar un diagnostico a tiempo sobre todo cuando la cantidad de muestras
recibidas es demandante o cuando existe poca disponibilidad de utilizar el equipo
automatizado; sin embargo el sistema automatizado Vitek 2 compact resultoé ser un
equipo confiable, rapido y de facil manejo que ademas maneja panel de sensibilidad

a antifangicos.

Se determiné que C. albicans es el principal agente etiolégico de la candidosis
vaginal en las pacientes del INPer, mientras que otros géneros como C. glabrata,
C. krusei y C. parapsilosis pueden aparecer con menor frecuencia ya que a
candidosis vaginal se debe a diversos factores, pero en este caso se dio
principalmente en pacientes embarazadas, siendo esta situacion la que toma mayor
fuerza en la poblacién estudiada, mientras que la obesidad fue el segundo en la
lista, aun por encima de diabetes y VIH, por lo que la relacion que existe entre ambos

factores lo convierte en un problema de salud publica.
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Se logré obtener una descripcion detallada de pacientes con candidosis vaginal, en
la que cada una de las muestras provenia de mujeres en diferentes situaciones y
por lo tanto los factores que desencadenaron la infeccion eran también diversas en
cada una de ellas. La evaluacion de las técnicas y datos obtenidos muestran la
importancia de los examenes de laboratorio en el diagndstico y por lo tanto en la

eleccion de un tratamiento adecuado.
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11.- ANEXOS



11.1.- Toma de muestra de exudado cervicovaginal segun el protocolo
establecido en el Instituto Nacional de Perinatologia, Isidro Espinosa de los
Reyes.

Una vez que la paciente refiere estar lista para la toma de muestra, se le indica que
se recueste en la camilla del consultorio y se coloque en posicion ginecoldgica para
comenzar primeramente con una rapida revision fisica en busca de lesiones
vulvares, asi como el aspecto, cantidad y color de la secrecién producida, marcando
como sospechosas de candidosis aquellas secreciones con coloracion blanquecina
o ligeramente amarillenta y aspecto grumoso; ademas durante la toma se incluye
un breve cuestionario verbal donde la paciente responde acerca de los signos y
sintomas que se pueden presentar ante una infeccion tales como ardor, prurito,
inflamacion o dolor, lo cual es de gran utilidad ya que esta informacién da indicios

para la deteccion de candidosis vaginal y otras infecciones.

Para cada una de las pacientes se requiere un espejo ginecoldgico de plastico,
tamafio mediano, desechable y estéril, el cual se introduce cuidadosamente por el

orificio vaginal a partir de los siguientes pasos:

e Con los dedos pulgar e indice de la mano izquierda se separan los labios
mayores para exponer y entreabrir la cavidad vaginal.

e Con la mano derecha se empufa el espejo vaginal para hacer que las valvas
coincidan y se cierre correctamente.

e Elespejo debe introducirse sin lubricar y disponiendo el ancho de la punta de
las hojas o valvas en sentido anteroposterior al orificio vaginal.

e Se dirigen las valvas del espejo cerrado dentro de la vagina a un angulo de
45°, siguiendo el contorno natural de la pared vaginal posterior.

e Cuando las valvas se hayan introducido casi por completo, se retiran los
dedos y se toma el espejo por el mango para poder realizar un doble
movimiento de penetracion y rotacion del espejo en sentido de las manecillas

del reloj, de manera que las valvas queden orientadas horizontalmente.
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Se acciona el mecanismo para abrir las valvas parcialmente presionando el
elevador del espéculo con el dedo pulgar y apoyando los demés dedos en el
mango del espejo.

Una vez que las valvas se encuentran abiertas se busca el cérvix o cuello
uterino que debe estar completamente visible.

Se toma un hisopo estéril y se introduce para retirar el exceso de secrecion
en caso de ser necesario.

Posteriormente se introducen tres hisopos mas y se realiza un suave
raspado exocervical girando los hisopos y recorriendo toda la superficie para
tomar una cantidad de muestra suficiente.

Una vez que se obtuvo la secrecién cervicovaginal en los tres hisopos
estériles, uno de ellos se deposita dentro del tubo de ensaye que contiene
solucion salina fisiologica estéril para la realizacion del examen en fresco,
uno mas es Util para el extendido sobre portaobjetos para la tincion de Wright
y el dltimo de ellos se requiere para inoculacion de los medios de cultivo en
las cajas Petri correspondientes a cada uno de ellos: agar gelosa chocolate,
agar sangre de carnero, agar sangre humana, agar Mc Conkey, agar Tayer
Martin y Chromoagar para levaduras.

Las observaciones pertinentes al cuestionario, exploracion fisica y
caracteristicas de la secrecion obtenida; se reportaron de manera escrita en
la papeleta o formato que contenia la informaciéon de cada una de las
pacientes, separando aquellas que mostraron secrecion blanquesina o

amarillenta con aspecto grumoso.
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11.2.- Procesamiento de muestras de exudado cervicovaginal segun el
protocolo establecido en el Instituto Nacional de Perinatologia, Isidro
Espinosa de los Reyes.

2.1.- Examen en fresco
Una vez que se obtiene la muestra para el examen en fresco, los tubos de ensaye
se incuban en estufa de CO2 a 37°C hasta el momento de su revision, la cual se

debe realizar lo mas rapido posible de la siguiente manera:

e Se homogeniza muy bien la muestra agitando el hisopo dentro de la solucion
salina.

e Con ayuda del hisopo se coloca una gota de la mezcla sobre un portaobjetos
nuevo y limpio.

e Se cubre con un cubreobjetos nuevo y se observa en microscopio Optico a
40x.

e Se revisan 20 campos recorriendo toda la preparacion en forma de zig-zag

e En la muestra se buscan estructuras tales como células epiteliales, células
guia, leucocitos, bacilos largos o cortos, eritrocitos y levaduras, las cuales se
reportan con cruces dependiendo del numero de células por campo; es decir
de una a cinco células correspondi6é una cruz, de seis a diez se colocan dos
cruces, de once a quince fueron tres cruces y de quince células en adelante
se reporta con cuatro cruces.

e También se reporta la presencia o ausencia de otras estructuras tales como
Trichomonas vaginalis, espermatozoides y pseudohifas o pseudomicelios
correspondientes a levaduras.

e La preparacion se desecha en contenedor rigido para vidrio.

Para la busqueda especifica de estructuras levaduriformes se realiza una segunda
revision de las muestras para corroborar los primeros resultados pero afadiendo
una gota de hidroxido de potasio al 40% para clarificar la preparacion y detectar

facilmente levaduras y pseudohifas.
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11.2.2.- Tincion de Gram.
Una vez que se obtiene la muestra, la secrecion contenida en uno de los hisopos
se dispersa a lo largo de un portaobjetos nuevo y limpio para realizar la tincion de

Gram a través de los siguientes pasos:

e Se deja secar al aire la preparacion durante 10 minutos.

e Se colocan de forma horizontal todos los portaobjetos sobre el puente de
tincion.

e Se coloca a cada una de las muestras de tres a cuatro gotas de colorante
cristal violeta hasta cubrir toda la preparacion y se activo el cronometro de
inmediato hasta llegar a 60 segundos.

e Una vez que transcurrié un minuto, se decanta el colorante y se eliminé el
exceso del mismo con ayuda de una piseta con agua de la llave.

e Posteriormente se colocan de tres a cuatro gotas de lugol activando
nuevamente el cronometro inmediatamente después de haber cubierto todas
muestras.

e Transcurridos 60 segundos se decanta el lugol y se elimina el exceso con
agua de la llave.

e Para la decoloracion se agregaron de dos a tres gotas de la mezcla alcohol-
acetona 1:1y se enjuaga de inmediato con agua de la llave.

e Por ultimo se afiaden de tres a cuatro gotas del colorante safranina activando
el cronometro hasta llegar a un minuto.

e Después de haber transcurrido el minuto se decanta y se retira el exceso de
colorante con agua de la llave.

e Se colocan todas las preparaciones en una gradilla, acomodandolas de
forma horizontal para permitir su secado al aire.

e Aproximadamente 15 minutos después la tinciébn se encuentra lista para su
revision.

e Se observa una por una en microscopio optico, enfocando primeramente con
el objetivo 40x y posteriormente a 100x colocando una gota de aceite de
inmersion sobre la laminilla.

e Se revisan 20 campos recorriendo toda la laminilla en forma de zig-zag.
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e En las muestras se buscan estructuras tales como células epiteliales, células
guia, polimorfonucleares, bacilos largos gram negativo, bacilos cortos gram
variable, cocos gram positivo y levaduras, las cuales se reportan con cruces
dependiendo del nimero de células por campo; es decir de una a cinco
células corresponde a una cruz, de seis a diez se colocan dos cruces, de
once a quince son tres cruces y de quince células en adelante se reportan
con cuatro cruces.

e También se reporta la presencia o ausencia de otras estructuras tales como
espermatozoides y pseudohifas o pseudomicelios correspondientes a
levaduras.

Si es necesario, se realiza una segunda revision de las laminillas para corroborar

los primeros resultados, revisando todos los campos de la muestra.
11.2.3.- Inoculacion y revision de medios de cultivo

Durante la toma de muestra de exudado cervicovaginal, uno de los hisopos en los
cuales se recolecta dicha muestra es util para inocular las diferentes placas de los
medios de cultivo necesarios para el desarrollo de los diferentes agentes patégenos
que se encuentran en la muestra, tales como agar gelosa chocolate, agar sangre
de carnero, agar sangre humana, agar Mc Conkey, agar Tayer Martin y Chromoagar

para levaduras. Dicho procedimiento se realiza de la siguiente manera:

e Se inoculan todas las placas con el hisopo que contiene la muestra, rotando
y frotando todo el hisopo sobre el agar.

e Una vez que se inoculan todas las placas, se estrian y extienden las
muestras sobre el agar.

e Después de estriar todas las placas, se incuban en estufa de CO2 a 37°C
durante 48 horas.

e Una vez que transcurren las primeras 24 horas se realiza una revision previa
de todas las placas y al cumplir con las 48 horas de incubacion, las placas
se revisan nuevamente de la misma forma y se determina si se obtuvo

desarrollo bacteriano o de levaduras segun el caso.
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e Conforme se revisan las placas, se retoman los resultados previos tanto del
examen en fresco como de la tincién de Gram, verificando que correspondan
al crecimiento obtenido en los medios de cultivo.

e En las placas de Chromoagar orientador para levaduras se detectan las
colonias principalmente por el color de las mismas, donde colonias color
verde corresponden a Candida albicans, color rosa a Candida glabrata, color
violeta a Candida krusei y color azul a Candida tropicalis.

e Las placas de Cromoagar orientador correspondientes a las muestras
positivas se separan del resto para resembrar en agar dextrosa Sabouraud y
se incuban en estufa de CO2 a 37°C durante 24 horas para poder confirmar

género y especie de las levaduras mediante un equipo automatizado.

11.3.- Fundamento de los diferentes medios de cultivo requeridos para

sembrar una muestra de exudado cervicovaginal.
11.3.1.- Agar gelosa chocolate enriquecido

El agar gelosa chocolate enriquecido es un medio altamente nutritivo donde la
peptona de carne y la peptona de caseina son la fuente de nutrientes para el
desarrollo de microorganismos, el almidon adsorbe sustancias toxicas indeseables
para el desarrollo de ciertos microorganismos, las sales de fosfato forman un
sistema buffer y el cloruro de sodio mantiene el balance osmoético. Este medio de
cultivo puede ser utilizado como base y ser suplementado con otros nutrientes o con
antimicrobianos para lograr un medio enriquecido o selectivo segun el aditivo, para
el caso de las muestras de exudado cervicovaginal se requiere agregar una solucién
de hemoglobina al dos por ciento y polienriquecimiento para obtener un medio en el
cual se puede desarrollar practicamente cualquier microorganismo como lo son las
diferentes especies del género Streptococcus, pero a partir de muestras vaginales
se recuperan también Lactobacillus spp, enterobacterias y levaduras. (Casado,
Torrico & Medina, 2012)
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11.3.2.- Agar sangre de carnero

El agar sangre es una combinacion de un agar base o agar nutritivo con una fuente
proteica, al cual se le agrega un cinco por ciento de sangre ovina. Este agar es de
suma importancia para apreciar la capacidad hemolitica de los microorganismos
patdgenos que actia como factor de virulencia y la cual se observa en este medio
de cultivo cuando se forman halos hemoliticos alrededor de las colonias y de esta
forma se determina el tipo de hemdlisis que posee el microorganismo recuperado.
Este medio de cultivo es de utilidad en el proceso de muestras vaginales ya que se
desarrollan practicamente todos los microorganismos involucrados en la biota
habitual vaginal pero gracias a que permite detectar el tipo de hemolisis se puede
demostrar la presencia de Streptococcus agalactiae beta hemolitico el cual es de
suma importancia a nivel clinico y si se localiza en vagina es principalmente
asociado a ruptura prematura de membranas en mujeres embarazadas y a

problemas de infertilidad en algunos casos. (Casado, Torrico & Medina, 2012)
11.3.3.- Agar sangre humana

El agar sangre humana es una combinacion de un agar base o agar nutritivo con
una fuente proteica, al cual se le agrega un cinco por ciento de sangre humana para
el aislamiento e identificacion de Gardnerella vaginalis ya que esta bacteria es
hemolitica en sangre humana, por lo que no es posible apreciar la hemolisis en agar
con sangre de animales. G. vaginalis es el principal patégeno asociado a infecciones
vaginales bacterianas y puede provocar fuertes lesiones en el cérvix, por lo que su

deteccion es de suma importancia. (Casado, Torrico & Medina, 2012)
11.3.4.- Agar MacConkey

El agar MacConkey es un medio ligeramente selectivo, donde la concentracion de
sales biliares que contiene inhiben los microorganismos gram positivos. El uso de
este medio es comun en muestras clinicas porque es de gran utilidad cuando se
quiere aislar un microorganismo patégeno de zonas con flora microbiana mixta,
como lo son las muestras procedentes del sistema respiratorio, de heridas y

genitourinarias porque permite la agrupacion preliminar de bacterias gram negativas
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como lo son las enterobacterias que en algunos casos son causantes de infeccion
vaginal y a la vez estas las diferencia en organismos fermentadores y no
fermentadores de lactosa lo cual es de utilidad para llegar al diagnéstico. (Casado,
Torrico & Medina, 2012)

11.3.5.- Agar Thayer Martin

Este es un medio selectivo que permite el crecimiento de bacterias patdgenas del
género Neisseria, en el caso de exudados cervicovaginales es N. gonorrhoeae el
microorganismo de importancia que debido a sus exigencias nutricionales es mas
dificil aislarlo por lo que este medio de cultivo es ampliamente nutritivo y se logra
obtener del mismo modo que el agar gelosa chocolate con el suplemento de
polienriquecimiento, mientras que su selectividad para la recuperacion de Neisseria
gonorrhoeae y Neisseria meningitidis se debe a la presencia de el inhibidor V.C.N.T.
constituido por vancomicina, colistina, nistatina y trimetoprima que impide el
desarrollo de microorganismos gram positivos, negativos y levaduras. (Casado,
Torrico & Medina, 2012)

11.3.6.- Cromoagar orientador para levaduras

Es un medio de cultivo selectivo y ademas diferencial para el aislamiento de hongos
donde las peptonas que contiene suministran los nutrientes necesarios para el
desarrollo de las colonias y el cloranfenicol inhibe la mayoria de los contaminantes
bacterianos, mientras que la mezcla cromégena que caracteriza a este medio esta
formada por sustratos artificiales que liberan compuestos de colores diferentes al
ser degradados por enzimas especificas de las levaduras y asi es posible diferenciar
determinadas especies 0 detectar ciertos grupos de organismos de forma visual.
(Becton Dickinson, 2014)

Al existir sustratos cromogenos en el medio, las colonias de Candida spp. se
desarrollan de diferente color segun la especie, lo que hace posible la deteccion
directa del microorganismo en las placas, por lo que su uso cada vez es mas comun
y practico en el diagndstico de diferentes candidosis, incluida la candidosis vaginal

donde una gran ventaja de este medio es la facil deteccion de cultivos mixtos de
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levaduras, gracias a los diferentes colores que presentan sus colonias. (Becton
Dickinson, 2014)

Las colonias de C. albicans presentan un color verde claro, las colonias de C.
tropicalis presentan un color azul que se puede tornar verdoso o metalico, C.
glabrata se desarrolla con una coloracion violeta que va de un tono claro a oscuro y
las colonias de C. krusei presentan un color rosa claro con un borde blancuzco que
puede llegar a confundirse con otras especies de levaduras que en este medio
produzcan su color crema natural o presenten un color rosa palido. (Becton
Dickinson, 2014)

11.3.7.- Agar dextrosa papa

Este medio es utilizado para el cultivo de hongos pero es recomendado
principalmente para microorganismos como levaduras y mohos de importancia
clinica ya que puede ser suplementado con acidos o antibidticos para inhibir el
crecimiento bacteriano. La base (infusion de papa) nutricionalmente rica, estimula
la esporulacién de los mohos y la produccién de pigmentos en algunos dermatofitos,
mientras que la dextrosa fomenta el crecimiento exuberante de los hongos. Las
levaduras crecen como colonias cremosas que van de un color crema a un color
blanco y los mohos se desarrollan como colonias filamentosas que varian en color.
(Becton Dickinson, 2014)

11.3.8.- Agar dextrosa Sabouraud

Es un medio no selectivo para el cultivo y mantenimiento de hongos patégenos y no
patégenos, en especial dermatofitos. Su pH de entre 5y 6, asi como la dextrosa
favorecen el crecimiento de hongos y ademas tiene un efecto ligeramente inhibidor
para las bacterias contaminantes en muestras clinicas porque contiene cloranfenicol
gue es un antibiotico de amplio espectro con efecto inhibidor para una amplia
variedad de bacterias gram negativas y positivas. Las levaduras son recuperadas
como colonias cremosas que van de una tonalidad blanca a crema segun la especie.
(Becton Dickinson, 2014)
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11.4.- Confirmacion del diagnoéstico para candidosis en equipo automatizado

Vitek 2 compact.

Para hacer uso del equipo automatizado Vitek 2 compact se requieren cepas de
24 horas y con desarrollo en medios de cultivo no diferenciales, por lo que es
necesario resembrar las colonias en agar dextrosa Sabouraud y después se

determina el microorganismo de la siguiente forma:

e Se requirieren tubos de ensaye de 100x10mm nuevos y limpios los cuales se
marcan con el nUmero de muestra correspondiente, se utilizan 2 tubos por
muestra.

e Los tubos ya marcados se colocan por pareja en una gradilla y se depositan
tres mililitros de solucion salina fisiologica estéril en cada uno.

e Se trabaja en todo momento cerca del mechero tomando un inoculo pesado
de la primera cepa con un asa bacterioldgica desechable y estéril, el cual se
deposita en el tubo de ensaye correspondiente y se homogeneiza en vortex.

e Una vez obtenida la suspension del microorganismo, se determina su
densidad de acuerdo a la escala del nefelometro de Mc Farland con ayuda
del instrumento Densicheck.

e La suspensién requerida por el equipo Viteck 2 compact para levaduras es
de 1.8 a 2.2 en la escala del nefelémetro de Mc Farland, por lo que cada una
de las cepas se ajusta a este parametro pero solo en uno de los tubos
correspondientes a esa muestra.

e Una vez que se realiza la suspension adecuada para todas las cepas, se
colocaron los tobos sobre los casets con los que cuenta el equipo, ordenados
nuevamente por pareja, es decir cada suspension de levaduras seguido por
el tubo sobrante con solucion salina fisiolégica estéril.

e Después de colocar todos los tubos sobre los casets del equipo, se realiza
una dilucién para cada una de las suspensiones donde se depositan 280
microlitros de la suspensién en el tubo con solucién salina fisiol6gica estéril

la cual se homogeniza con la misma propipeta.
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Al terminar las diluciones se colocan las tarjetas YST para identificacion
dentro de los tubos con suspensién de levaduras y las tarjetas YST-S07 para
panel de sensibilidad en los tubos con dilucién.

Una vez colocadas todas las tarjetas dentro de los tubos se introduce el
primer caset en el primer compartimento del equipo, se cierra perfectamente
y se oprime el boton de inicio.

Transcurridos pocos segundos el equipo indica el retiro del caset y este se
trasladado al segundo compartimento donde nuevamente después de pocos
segundos el equipo indica retirar el caset.

El contenido final dentro del caset son todos los tubos practicamente vacios
y el canal de llenado de las tarjetas, estos desechos son colocados también
en la bolsa roja de PRBI.

Cada una de las cepas que se introducen al equipo automatizado se registran
en el software que maneja la informacion del mismo y en cual se otorgan
datos como numero y tipo de muestra, mes y afio de recepcion.

Los resultados definitivos se obtienen 24 horas después de que se realiza la
introduccién de cepas en el equipo, otorgando asi género y especie de la

levadura causante de la infeccion.
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