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1. INTRODUCCION

La candidosis es una micosis causada por diversas especies de levaduras
oportunistas del género Candida, especialmente Candida albicans, que puede
generar desde cuadros clinicos superficiales hasta profundos o sistémicos. La
manifestacion clinica mas frecuente es a nivel de mucosas (boca, vagina), piel,
ufias, y de manera excepcional otros érganos como pulmones, intestinos, rifiones
etc.!?

Esta micosis es conocida desde la antigiedad y su incidencia global ha
aumentado en los ultimos afios.” > En general afecta a todos los grupos de edad,
sexo, raza y ocupacion, aunque algunos tipos particulares de candidosis afectan
con mayor frecuencia a determinados grupos de personas. Diversas especies de
Candida se encuentran en el humano como comensales, en tracto gastrointestinal,
habitando boca, laringe, faringe, vagina, tracto genitourinario, tracto respiratorio.
Lo que determina el desarrollo de la enfermedad es la presencia de factores de
oportunismo que predisponen a un individuo como son los procesos debilitantes,
destacando la diabetes mellitus, cAncer hemético, tratamientos con antibioticos de
amplio espectro, esteroides y citotoxicos, inmunodeficiencias, en particular el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).%’

El diagnéstico de laboratorio de esta enfermedad es sencillo, se hace observando
las estructuras micéticas mediante exdmenes directos y tinciones, asi como el
aislamiento de las levaduras en medios de cultivos especificos y su posterior
identificaciéon. Cada vez es mas importante el aislamiento y la identificacion
correcta de las especies de Candida sobre todo porque con mayor frecuencia se
afslan cepas resistentes al tratamiento.?

En el mercado se encuentran varios metodos comerciales para la identificacion de
levaduras patégenas, utilizando diferentes caracteristicas de las mismas, como es
la morfologia microscopica y macroscopica, mediante criterios bioquimicos como
son: la asimilacion de carbohidratos (zimograma y auxonograma), métodos
enzimaticos, semiautomaticos y automaticos. Estos métodos facilitan la

identificacion de levaduras y se basan en la metodologia convencional.? **°



El presente trabajo tiene como finalidad el comparar y evaluar la capacidad del
medio harina de maiz + Tween 80, CHROMagar Candida® y el sistema

MicroScan® (Walk Away 96), para identificar las distintas especies de Candida.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La incidencia de las infecciones fungicas oportunistas han aumentado en los
ultimos afios, existiendo en la actualidad un mayor nimero de personas con riesgo

de adquirir micosis que en décadas previas.*”

La candidosis es la micosis mas frecuente en los humanos, causada por diversas
levaduras enddgenas del género Candida, siendo todavia Candida albicans la
especie mas frecuentemente involucrada en estas infecciones , sin embargo, en
aproximadamente 35% de las candidosis sistémicas ha sido reemplazada por

especies “no-albicans” *3

, de estas las principales especies descritas en la
literatura son: Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida dubliniesis, Candida guilliermondii, siendo todas de distribucion
universal y generando para el clinico dificultades terapéuticas.>**

Aunque el cultivo y la identificacion especifica de estas levaduras constituyen las
técnicas clasicas para realizar un diagnostico micologico, actualmente se estan

introduciendo nuevas alternativas con gran fiabilidad.



3. JUSTIFICACION:

Cada vez es mas importante el aislamiento y tipificacion de las especies de
Candida involucradas en una candidosis, sobre todo porque con mayor frecuencia
se aislan cepas resistentes al tratamiento.> *°

Dentro de las pruebas convencionales para la identificacion de levaduras,
encontramos la formacion de tubos germinativos, produccion de clamidoconidios
en agar harina de maiz agar + Tween 80, siendo estas, técnicas descritas en la

literatura de mediados de los 70-80s'® 6

y que poseen bajos costos. El uso de
baterias completas de carbohidratos que utilizan la base de zimograma y
auxanograma, sin embargo la mayoria de estos métodos son tardados y requieren
cultivos puros, que no estén contaminados por otras levaduras o bacterias® ¢’

Mientras que en la actualidad, se dispone de técnicas relativamente rapidas para
una presunta identificacion de las especies de levaduras mas frecuentes, por
ejemplo: Fluoroplate Candida ®', Candiselect®®, Candida ID 2®%* y maés

recientemente el CHROMagar Candida®?!??

, siendo estos métodos enzimaticos.

También se han comercializado diversos métodos de asimilacion de nutrientes
que simplifican tanto su uso como su interpretacion, por lo que son utilizados con
mayor frecuencia en los laboratorios para una identificacion definitiva de las
distintas especies de levaduras, ejemplos de éstos son : APl 20C AUX®, Galeria
ID 32C®, Sistema Vitek® y el Rapid Yeast ldentification Panel MicroScan®

(WalkAway).?*24

Por consiguiente, se requiere evaluar y comparar la efectividad del medio harina
de maiz + Tween 80 y del medio CHROMagar Candida, ya que son medios utiles
en la identificacion de levaduras, con respecto al sistema MicroScan (el cual es de
alto costo por lo que laboratorios de bajo presupuesto, no tienen acceso a estos
equipos), utilizando especies de Candida provenientes del Hospital General de

México como del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”.



4. OBJETIVOS:

a) Evaluar la efectividad del medio de CHROMagar Candida® y del agar
harina de maiz + Tween 80 en la identificacibn de especies de Candida
provenientes de muestras bioldgicas.

b) Determinar la sensibilidad y especificidad diagnostica de los medios antes
mencionados con respecto a la identificacion bioquimica del sistema
MicroScan®.

c) Comparar y evaluar la capacidad de los tres métodos para identificar las

distintas especies de Candida.



5. ANTECEDENTES:

5.1 Generalidades del género Candida
5.1.1 Caracteristicas generales

La apariencia microscoépica de todas las especies de Candida es similar, su
reproduccién es por blastoconidios (o Illamados anteriormente también
blastosporas) de formas ovoides, elongadas o esféricas, que dependiendo de
cada una de ellas fluctian entre 2 a 10um de didmetro, formando gemas de la
mitad de su tamafio, algunas veces el blastoconidio permanece unido a la
célula madre, y este proceso se repite formando cadenas largas llamadas
pseudohifas, sobre todo cuando provienen de medios muy pobres o viejos.?*
El género Candida puede formar pseudohifas o hifas verdaderas (dimorfismo);
las pseudohifas pueden ser facilmente diferenciadas de las hifas, porque
presentan constricciones en los septos; el septo es el punto de ramificacion y
las células terminales pueden ser de igual o menor longitud que la célula
precedente.'* Son ureasa-negativa; no forman capsula; no degradan almidén ni
forman pigmentos carotenoides; el inositol no es asimilado'* **2°.

Las levaduras poseen basicamente en su pared celular quitina, glucanas y
mananas, cuya estructura le confiere al hongo proteccion contra el medio
externo. La composicion quimica de C. albicans esta representada por el 20-
40% de proteinas y 30-50% de polisacéridos, mientras que la proporcién de
lipidos es variable. La fraccion lipidica va a depender de la cepa, edad del

cultivo, condiciones ambientales y del origen de la fuente de carbono?®.
5.1.2 Taxonomia del género Candida

Los cambios recientes en la nomenclatura de estas levaduras estan basados
en estudios de biologia molecular (con base en la secuencia de DNA) por lo
que actualmente se encuentran clasificadas de la siguiente forma: Clase-
Ascomycetes; Subclase- Hemyascomycetes; Orden- Saccharomycetales;
Familia- Saccharomycetes; Género- Candida (anamorfo); Especies: C. albicans



(como la mas frecuente y virulenta) y otras especies que se resumen en la

Tabla1.'* %’

El género Candida comprende mas de 200 especies, pero solo alrededor de 8
son las que presentan mas infecciones humanas. Su principal caracteristica es
la ausencia de forma teleomorfica (sexual), con excepcion de algunas

especies, éstas se resumen en la Tabla 2.3 ?’

TABLA 1

Especies més frecuentes del género Candida® ?’

C. albicans, [(Robin), Berkhout, 1923]

C. guilliermondii [(Castellani), Langeron y Guerra, 1938]

C. parapsilosis [(Ashford), Langeron y Talice, 1959]

C. krusei [(Castellani), Berkhout, 1923]

C. tropicalis [(Castellani), Berkhout, 1923]

C. kefyr (pseudotropicalis) [(Castellani), Basgall, 1931]

C. stellatoidea *[(Jones y Martin), Langeron y Guerra, 1939]

C. glabrata (Torulopsis) [Lodder y De Vries, 1938]

C. dubliniensis [Sullivan, Westerneng, Haynes, Bennett y Coleman, 1995]

* Al igual que C. claussenii y C. langeronii son sindénimos de C. albicans, en

base a la significativa similitud que existe entre su DNA



TABLA 2
Ejemplos de especies de Candida con su estado anamorfo y teleomorfo.**

Adaptado de Anaisse, 2003’

Estado Estado teleomorfo
anamorfo
Especies que actian como patdégenos oportunistas
C. albicans No descrito
C. glabrata No descrito
C. tropicales No descrito

C. krusei Issatchenkia orientalis
C. Pichia guilliermondii, Pichia ohmeri
guilliermondii

C. parapsilosis | No descrito

C. lusitaniae Clavispora lusitaniae

Especies poco frecuentes

C. kefyr Kluyveromyces marxianus (K. fragilis)
C. dubliniensis | No descrito

C. famata Debaryomyces hansenni

C. inconspicua | No descrito

C. catenulata No descrito

C. lipolytica Yarrowia (Sacchromycopsis) lipolytica

5.1.3 Caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de las especies.

A continuacion se describen las principales caracteristicas morfologicas,

bioquimicas (fisioldgicas) y la patologia asociada de las especies de Candida

utilizadas en este estudio en la Tabla 3.> %%



Caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y tropismo de las especies de Candida.

TABLA 3

2,16, 17

Especie

Morfologia

Auxonograma

Indispensable

Opcional

Zimograma

clamidoconidios

suero (37°C,3h)

Lactosa

Rafinosa

Inositol

Celobiosa

Sacarosa
Lactosa

Rafinosa

Patologia

asociada

*| Actidione (resistencia)

C. albicans

*| Filamentacion en

+

t1*]l Xilosa

t1*l Trehalosa

*1*1|Glucosa

g
tlt/ Galactosa

tl*lMaltosa

Politropismo

C. tropicalis

* |+ | Pseudomicelio

t1*|Glucosa

tl*IMaltosa
tltl Sacarosa
tlt! Galactosa

+

+

Vaginitis, bron-
copulmonar,
SNC,
intestinal.

C. parapsilosis

- | Endocarditis,
otitis, onicomi-
Cosis.

C. glabrata

- | Cualquier
cuadro clinico.
- | Onicomicosis,

C. krusei

mucosas,
endocarditis.

Interpretacion de simbolos: +

positivo; -, negativo; +/-, casi siempre es positivo. Actidione (cicloheximida)



5.1.4 Aislamiento

Las especies de Candida crecen en la mayoria de los medios de cultivo habituales
en el laboratorio (gelosa sangre, infusion cerebro corazon, etc.), sin embargo, el
medio clasico de aislamiento es el agar dextrosa Sabouraud (con y sin
antibioticos: cicloheximida y cloranfenicol), el cual es utilizado de forma universal y
que aporta una fuente de nitrégeno y carbono.®* ' Otro medio descrito en la
literatura es el de agar Biggy Nickerson, el cual es un medio selectivo, pero no
diferencial para este género, ya que contiene citrato de bismuto aménico el cual
elimina la flora bacteriana y sulfito de sodio, que es reducido a sulfuros, por lo que

las colonias crecen de color marrén brillante®?°.

5.1.5 Identificacién de especies de Candida

La identificacién de Candida spp incluye las caracteristicas descritas en la Tabla 3.
Actualmente se dispone de técnicas relativamente rapidas para una identificacion
presuntiva de las especies de levaduras mas frecuentes, como son los medios
enzimaticos, por ej.: Fluoroplate Candida ® '8, Candiselect® *°, Candida ID 2@%y

mas recientemente el CHROMagar Candida®?" %

Se han desarrollado diversos métodos comerciales de pruebas bioquimicas, por
resaltar los mas utilizados: APl 20C AUX®, Galeria ID 32C®, Sistema Vitek® vy el

Rapid Yeast Identification Panel MicroScan® (WalkAway 96).%* 24

5.1.6. Epidemiologia

Diversas especies de Candida, son parte de la flora normal humana, de las
superficies cutaneas, mucosa bucal, intestinos y mucosa vaginal, también se han
encontrado en algunos animales homeotérmicos, no se aislan del suelo ni de los
vegetales; los raros aislamientos que se han hecho de estas fuentes se

consideran de contaminacion fecal.>?>%



Las especies implicadas y el numero en que se encuentran varian con las
superficies corporales, pero forman una poblacién en equilibrio en el individuo

sano?®
5.2 Candidosis

5.2.1 Definicién

La candidosis es una micosis causada por diversas especies de levaduras
oportunistas del género Candida, en especial por C. albicans. Es una enfermedad
de distribuciéon mundial y que presenta una gran variedad de cuadros clinicos,
primordialmente mucosas (boca, vagina, etc.), puede llegar a afectar la piel y sus

anexos, y de manera excepcional 6rganos internos y llegar a producir septicemias.
2,25,31

5.2.2 Sinonimia

Candidiasis, moniliasis, algondoncillo, muguet, dermatocandidiasis, broncomicosis,

vulvovaginitis micética.? %

5.2.3 Epidemiologia

5.2.3.1. Distribucion geografica:

La candidosis es una enfermedad que se presenta en todo el mundo
(cosmopolita). Los hongos de género Candida son ubicuos y utilizan como
reservorio al hombre y a muchos animales homeotermos, a los que con frecuencia
causan enfermedad.’® ?°

Las diversas especies de Candida se pueden encontrar en el tracto
gastrointestinal, habitando boca, laringe y faringe. El estbmago generalmente no
es comenzalizado porque presenta un pH demasiado &cido (1-3), en cambio

coloniza intestino delgado y grueso, al igual que mucosas genitales.® 2°

5.2.3.2 Fuente de infeccion:



El hombre y otros reservorios, asi como objetos contaminados, catéteres, cirugia

cardiaca, alimentacion parenteral, etc. **

5.2.3.3 Via de entrada:

La infeccion es generalmente enddégena, ya que, varias especies de Candida son
parte integral de nuestra poblacibn de microorganismos; sin embargo, hay
ocasiones en que la candidosis se presenta en forma exdgena, un ejemplo de esto
es la introduccién de grandes indculos de levaduras a través de catéteres, jeringas

no estériles, etc.? >3

5.2.3.4 Edad y sexo:
Esta enfermedad se presenta en todas las edades y puede afectar a ambos sexos
por igual, aunque son mas frecuentes en la mujer por las condiciones anatomicas

de la vagina.} %3233

5.2.3.5 Ocupacion:

No es un factor importante en esta enfermedad, a excepcibn de ciertas
localizaciones de candidosis como por ejemplo onicomicosis de las manos, la cual
se presenta principalmente en personas que mantienen las manos humedas

(lavanderas, limpiadoras de fruta, etc.).? 33233

5.2.4 Factores predisponentes

Existen algunos factores que predisponen al hospedero para que pueda ser

parasitado por este tipo de hongos, los principales son:* * 2* 33

A) Factores fisiolégicos como es el cambio de pH, sobre todo en vagina y
boca, embarazo, prematurez.

B) Procesos que impiden al hospedero alcanzar su Optimo desarrollo
inmunoldgico o disminuyen sus defensas, por enfermedades cronicas y
otros procesos debilitantes tales como diabetes, tuberculosis, absceso

hepatico amibiano.



C) Inmunodeficiencias primarias o adquiridas, especialmente aquellas que
comprometen la inmunidad celular como leucemia, linfomas, enfermedad
de Hodgkin, SIDA etc.

D) Factores iatrogénicos: Terapia prolongada con sustancias que disminuyen
la inmunidad celular como corticoesteroides, suero antilinfocitario. Terapia
prolongada con antibiéticos de amplio espectro, procedimientos quirdrgicos

entre otros.

5.2.5 Aspectos clinicos

La candidosis es una de las infecciones mas frecuentes y polimérficas que atacan
al hombre, su nivel de profundidad o sistematizacion no depende tanto del agente
etiolégico en si, sino del factor predisponente con el que se asocie.?*?

Las variedades clinicas son las siguientes:

5.2.5.1 CANDIDOSIS MUCOCUTANEA
a) Candidosis oral o algodoncillo
Las mucosas orales estan cubiertas por placas aisladas o confluentes de
pseudomembranas de color blanco cremoso o gris, constituidas por
pseudohifas y levaduras (blastoconidios). Al desprender estas placas dejan al

descubierto una mucosa eritematosa. % 3 2% 32:33

b) Candidosis genital:
b.1: Vaginitis candidésica.
Es la mas frecuente, recurrente del aparato genital de la mujer, que se
presenta en la edad reproductiva, la diabetes, el tratamiento con
corticoides y antibiéticos de amplio espectro. Generalmente la mucosa se
encuentra enrojecida y presenta abundante exudado blanquecino
(leucorrea), espeso, grumoso, no fétido. Cuando el cuadro se hace crénico
2,3,25,32,33

la leucorrea tiende a desaparecer, para quedar sélo el ardor.

b.2: Balanitis o balanopostitis candidésica



La mayor parte de los casos provienen de relaciones sexuales con la
pareja que cursa con vaginitis por Candida. Es también frecuente en
pacientes diabéticos o inmunosuprimidos. El cuadro clinico caracteristico
esta constituido por eritema, micropustulas, erosiones y fisuras; hay prurito
que se transforma en ardor, % 3 23233

b.3: Candidosis del tracto gastrointestinal

El eséfago y el colon son los 6rganos mas afectados seguidos por el
intestino delgado. Puede haber esofagitis (qQue proviene de una candidosis
oral en pacientes con leucemia, diabetes etc.), gastritis (presente en
candidosis generalizadas), peritonitis (en pacientes con Ulceras o bien por
traumatismos quirdrgicos). % > 2> 3233

b.4: Candidosis respiratoria

Enfermedad crénica y frecuente en pacientes inmunodeprimidos. Se
caracteriza por la presencia de tos constante con expectoracion mucoide e

incluso hemoptoica. * % % 3233

5.2.5.2 CANDIDOSIS CUTANEA
Se caracteriza por la aparicion de placas eritematoescamosas en los
pliegues cutaneos (espacios interdigitales, la region crural, las axilas, los
surcos submamarios y gluteos). Estas placas pueden ser secas o
exudativas, con bordes bien definidos y tener en el centro vesiculas o

pustulas. >3 2°

a) Onicomicosis por Candida
Las ufias de las manos son las que se afectan con mayor frecuencia. Hay
eritema alrededor de la ufla y edema doloroso (paroniquia). El plato
ungueal toma un color que va desde el amarillo hasta el negro pardo; con

frecuencia hay desprendimiento de la ufia (onicolisis). % %3

b) Candidosis del area del pafal



Se origina a partir de la dermatitis del area del pafal, su morfologia clasica
es de francas zonas eritematoescamosas, acompafada de vesiculas,

pUstulas y costras hematicas. Hay intenso prurito y ardor. > >

c¢) Pustulosis cutanea
Es una entidad nueva y rara, que se presenta sobre todo en pacientes
adultos jovenes adictos a las drogas. Se presenta en barba, piel cabelluda

y axilas, en las que aparecen lesiones nodulares. 2

d) Candidosis mucocutanea crénica
Se presenta en pacientes con problemas genéticos e inmunolégicos.
Compromete mucosas incluyendo boca, vulva, vagina, asi como piel,
ufias, produce erupcion facial y de piel cabelluda asi como de otros sitios,
gue en un principio dan lesiones eritematoescamosas, pero por cronicidad
se hacen hiperqueratésicas, vegetantes dando aspecto de “cuernos

cutaneos”. >3 %

5.2.5.3.- CANDIDOSIS SISTEMICA O PROFUNDA
Este grupo de enfermedades se observa poco y se asocia a factores

predisponerte muy severos. %3

a) Tracto urinario
El tracto urinario se ve afectado en forma de placas blanquecinas, y en

pocas ocasiones puede llegar hasta el rifion produciendo una pielonefritis.
2,3,25,33

b) Endocarditis
Es comun en drogadictos heroinbmanos, en pacientes con cateterismo

cronico y su cuadro clinico y sintoméatico es similar al de la endocarditis

10



bacteriana. Se puede presentar esplenomegalia y tiene gran tendencia a

la embolia. > 3253233

c) Septicemia (fungemia)
Entidad rara, propia de pacientes severamente inmunosuprimidos, se
afecta el estado general, hay fiebre y escalofrios, se confunde facilmente

con septicemia bacteriana. % % #3233

5.2.6 Diagnostico de laboratorio
La toma de muestra es variable, ya que la candidosis se puede presentar en todas
las partes del cuerpo, pero principalmente se utilizan los exudados, escamas,

esputo, orina, sangre, etc. % %1617

A. EXAMEN DIRECTO: La observacion al microscopio se realiza con los
examenes directos y tinciones, en la que se presentaran pseudohifas y/o
blastoconidios. Con excepcion de C. glabrata, que so6lo presenta
blastoconidios. % 1107

B. CULTIVOS EN: Sabouraud, Biggy, BHI. CHROMagar Candida®.
Identificacion de especies mediante pruebas bioquimicas y fisiologicas las
cuales se resumen en la Tabla 3.2 %17

C. PRUEBAS INMUNOLOGICAS: IDR (Candidina). So6lo mide Inmunidad

celular (IC). %17

5.2.7 Tratamiento

Dependera del tipo de candidosis y del factor predisponerte al que esté ligado, por
lo que existen tratamientos topicos y sistémicos.  &1°

Dentro de los primeros, se utiliza el bicarbonato de sodio, solucién acida como el

vinagre (corrigen el pH), nistatina, azélicos (clotrimazol, bifonazol, miconazol, etc.),

ovulos, cremas vaginales de derivados azélicos. Mientras que en el tratamiento

sistémico se utiliza el ketoconazol, itraconazol, fluconazol y para casos graves la

anfotericina B, caspofungina, voriconazol entre otros. % #*°
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5.3 Agar harina de maiz+ Tween 80 al 1%

Este medio, es utilizado como una prueba fenotipica convencional util para la
identificacién de levaduras'® *°. Las pruebas fenotipicas son una herramienta que
nos ayudan a identificar las especies de Candida, en especial C. albicans, de una
manera facil y sencilla; una caracteristica importante que permite diferenciar a esta
de otras especies, es su capacidad de producir clamidoconidios. Generalmente la
formacion de estas estructuras se realiza en medios de cultivo sélidos, pobres en

nutrientes, para inducir en esta especie la formacién de pseudohifas e hifas.? **3*

5.3.1 Morfologia en agar harina de maiz + Tween 80 al 1%

Tradicionalmente los microbiélogos han usado este medio para la deteccién de
clamidoconidios producidas por C. albicans. Actualmente, el uso de la morfologia
en agar harina de maiz se ha ampliado hasta incluir una identificacion presuntiva
de especies de Candida comunmente encontradas en base a aspectos
morfolégicos microscopicos y la diferenciacion de los géneros Cryptococcus,
Saccharomyces, Geotrichum y Trichosporon. 0163234

La Tabla 4 muestra las principales caracteristicas morfologicas, que se ven en el
medio de agar harina de maiz + Tween 80 al 1%, para las especies de Candida

utilizadas en este estudio. % ** %

TABLA 4

Morfologia de diversas especies de Candida en agar harina de maiz + Tween 80

al 1%10, 16,32

ESPECIES DE Candida ASPECTOS MORFOLOGICOS
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C. albicans

a) Produccion de clamidoconidios (8-12um) de
pared gruesa que se encuentran solitarios, y en
ocasiones en racimos, habitualmente en los

apices de las pseudonhifas.

b) Produccion de blastoconidios (4-5um) en
forma de densos racimos, dispuestos

regularmente a lo largo de las pseudohifas.

C. dubliniensis

a) Produccion de clamidoconidios de pared
gruesa que se encuentran en racimos y en
ocasiones solitarios, habitualmente en los

apices de las pseudohifas.

b) Produccién de blastoconidios en forma de
densos racimos, dispuestos regularmente a lo

largo de las pseudohifas.

C. tropicalis

Produccion escasa de blastoconidios (4-7 por
5-11um), que se encuentran en forma aislada o
en pequefios racimos, a lo largo de las
pseudohifas, siendo estas Ultimas mas
delicadas en comparacién con C. albicans.

C. parapsilosis

Formacion de colonias satélites como arafas
en puntos alejados de la estria que dan como
resultado un aspecto arborescente (Gran
aumento). Presencia de pseudomicelio fino y

grueso, blastoconidios (3-7um) solitarios.

C. glabrata Blastoconidios o pequefias células esféricas
muy compactas sin pseudohifas. (Gran
aumento).

C. krusei Pseudohifas ramificadas con elongaciones en

forma de cruz dando un aspecto de palillos
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cruzados y presencia de blastoconidios (3-

10um), a lo largo del micelio.

C. kefyr Abundante pseudomicelio que se encuentra en
forma paralela y que simulan troncos en una
(Antes C. pseudotropicalis) corriente de agua. Con frecuencia hay

blastoconidios dispuestos en racimos.

5.4 CHROMagar Candida®

Actualmente la identificacion de especies de Candida se ha facilitado en forma
considerable con el desarrollo de medios cromogenos. Uno de los mas utilizados
es el CHROMagar Candida®, producto registrado por la compafia “CHROMagar
Co., Paris. France”, y que contiene componentes cromogenicos los cuales no han
sido publicados por los laboratorios.*

El cromO6geno estd unido a un sustrato, que permite detectar la actividad
enzimatica Unica (especifica) presente en alguna de las especies de Candida,
permitiendo el desarrollo de colonias coloridas™®. Las caracteristicas coloniales
utilizadas en el presente estudio se indican en la Tabla 5 *%'.

Esté medio también es utilizado como un medio de aislamiento e identificacion

primaria de levaduras en general, a partir de diferentes especimenes biolégicos.>®
TABLA S5

Caracteristicas coloniales de Candida en el medio de CHROMagar Candida®*®%>
37

Especie Caracteristica
colonia Colonial
C. albicans Verde claro, lisa
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C. dubliniesis Verde oscuro, lisa

C. tropicalis Azul-gris, lisa

C. parapsilosis | Rosa, blanco-crema,

Mucoide

C. glabrata Rosa, rosa satinado,
Brillante

C. krusei Rosa palido, rugosa

5.5 MicroScan®

Se han desarrollado diversos métodos comerciales que cuentan con diversas
pruebas bioquimicas (convencionales), para una identificacion rapida de levaduras
y especies a fines aisladas en muestras clinicas, un ejemplo de esto, es el
MicroScan®. Este equipo cuenta con un panel para la identificacion de levaduras,
el cual, es una placa de microdilucion de 96 pocillos que utiliza 27 sustratos
deshidratados. Los sustratos se rehidratan con una suspension concentrada de la
levadura en agua esterilizada. Se obtiene la identificacibn después de una
incubacion a 35-37°C durante 4 horas. MicroScan® cuenta con un libro de cédigos
de biotipos de levaduras el cual lo utiliza para identificar a las mismas y que ha
sido generado con la base de datos correspondiente a las pruebas indicadas en el
panel. El equipo indicard en forma descendiente de probabilidad hasta obtener un
total de 99.9%.%°
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6. METODOLOGIA:

6.1 Metodologia de tipificacion:

Se incorporaron 100 muestras biolégicas de pacientes que cursaban con
candidosis confirmada mediante examenes directos con KOH al 10% para
busqueda de pseudohifas y/o blastoconidios y el desarrollo de levaduras en medio
de agar dextrosa de Sabouraud; las muestras se obtuvieron de dos hospitales
publicos

Las cepas aisladas se resembraron en tubos de Sabouraud agar al igual que las
cepas controles (Tabla 12 del Anexo) para su mantenimiento durante todo el
proceso de trabajo, el desarrollo de las mismas fue de aproximadamente 2-3 dias.
A cada cepa se le realizaron las siguientes pruebas: tincién de Gram, identificacion
colonial por medio del CHROMagar Candida®, produccion de pseudohifas y
clamidoconidios en agar harina de maiz + Tween 80 y una identificacion
bioquimica por medio del sistema MicroScan®. Considerando esta ultima como
técnica de referencia o “gold standard”.

La metodologia para cada medio de cultivo y el equipo que se esta evaluando en

este estudio, se resumen a continuacion.

6.2 Medios de cultivo y equipos:

6.2.1 Harina de maiz + Tween 80 al 1% *°*°

A.-Se siembra la cepa en cajas de Petri por estrias, incubandose a 25°C durante
48-72 horas.

B.-Para hacer la observacion se coloca un cubreobjetos sobre la colonia;
posteriormente la caja se coloca encima de la platina del microscopio para su
investigacién microscopica.

Todas las especies oportunistas de Candida presentan pseudohifas largas,
ramificadas, con camulos de blastoconidios; con excepcion de C. glabrata, que no
forma hifas ni pseudohifas. Las caracteristicas micromorfologicas de las especies

mas comunes de Candida en este medio, se muestran en la Tabla 4.



6.2.2 CHROMagar Candida® 1?2

A.-Se siembra la cepa en estudio por estria, se recomienda que sea por
agotamiento para obtener asi colonias aisladas.

B.-Se incuban las placas a 28-30 °C durante 48-72h, y se observa la coloracion de
las colonias. Las caracteristicas coloniales de este medio, se describen en la
Tabla 5.

6.2.3 Sistema MicroScan®*

6.2.3.1. Preparacion de los paneles

A.-Sacar el panel del refrigerador revisando que no se encuentre rota su envoltura
y/o no contenga desecante.

B.-Abrir la bolsa del panel, sacarlo y dejar que alcance la temperatura ambiente
antes de la rehidratacion.

6.2.3.2. Preparacion del in6culo

A.-Tomar con una asa bacteriologica estéril las colonias de la levadura a
identificar, las cuales deben tener un desarrollo de 48 horas a 30°C en medio de
agar dextrosa de Sabouraud.

B.-Resuspender en 3ml de agua desionizada estéril. Cada suspension debe
compararse y ser equivalente al patron de turbidez de levaduras de MicroScan® o
ajustarse al tubo 3 de Mac Farland. Asegurarse que no quede una suspension
menor de esa turbidez.

C.-Mezclar la suspension hasta que sea homogénea con la ayuda de un vortex.
6.2.3.3 Inoculacion del Panel

A.-Rotular en el panel el numero de la muestra.

B.-Afadir 50ul de suspension de levaduras en cada pocillo que contenga sustrato
y en los pocillos control.

C.-Una vez que el panel ha sido inoculado, golpear suavemente en cada esquina
del panel para conseguir una correcta homogeneizacion del sustrato.

6.2.3.4 Incubacion



A.-Apilar los paneles en grupos de 3 a 5 cubriendo la superficie con su tapa
respectiva para evitar la evaporacion.

B.-Incubar los paneles inoculados de 35-37°C por 4 horas.

6.2.3.5 Lectura de los Paneles

A.-Después de 4 horas de incubacion, afiadir los reactivos reveladores respectivos

a cada prueba bioquimica en el pocillo correspondiente, e interpretar.

6.3 ANALISIS ESTADISTICO

A los resultados obtenidos se les aplicé la prueba de k (kappa), para evaluar de
manera comparativa la sensibilidad, especificidad y valores predictivos (positivo y
negativo) del medio CHROMagar Candida® y del agar harina de maiz + Tween

80, ambos con respecto a la identificacién bioquimica del sistema MicroScan®.™"
12

11, 12

El calculo del coeficiente de Kappa implica el uso de una tabla de

contingencia de 2X2 de la manera siguiente:

MicroScan
(Estandar de oro)
=+ -
CHROMagar Candida
0 + a o]
Afar Harina de maiz +
tween B0 - C d
n
En donde: a = concordancia de positivos entre observadores.

b = no concordancia.
C = no concordancia.
d = concordancia de negativos entre observadores.
n = total de observaciones.
El coeficiente de kappa nos indica si el acuerdo entre observadores (resultados de

los medios y equipos) fue mas alla del azar, es decir, no fue por casualidad.*



La formula de kappa es la siguiente:
K=(Po—Pe)/1-Pe

De la cual:
Po=(a+d)/n
e = [[(@ + b)/n]X[(a + c)/n] + [(b + d)/n]X[(c + d)/n]]
En donde: P, = proporcién de concordancia observada.

Pe = proporcién de concordancia esperada producida
por el azar.

K = kappa

El siguiente cuadro indica los criterios de Fleiss ''para la interpretacién del
coeficiente de kappa.

Cuadro 1

Coeficiente de kappa Interpretacion

0.75-1.00 Muy buena concordancia, no debida al azar.

0.50-0.74 Buena, adecuada concordancia mas grande
que la debida al azar.

0.00-0.49 Inadecuada, puede ser debida al azar.

<0 Menos que la debida al azar

Para obtener los valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos
(positivos y negativos), se llena nuevamente una tabla de contingencia de 2X2,

s6lo que ahora el significado de las casillas es diferente:




MlicroScan
(Estandar de oro)

+ -
Prueba t| a b a+b
diagnastica
- c d c+d
a+bh+c+d
a+c b+d
En donde: a = verdaderos positivos

b = falsos positivos

c = falsos negativos

d = verdaderos negativos

Prueba diagnéstica = CHROMagar Candida® o agar
harina de maiz + Tween 80.

Los calculos son:

S=al/(a+c) E=d/(b+d)
VPP =a/(a+bh) VPN =d/(c +d)
En donde: S = Sensibilidad

E = Especificidad

VPP = Valor predictivo positivo

VPN = Valor predictivo negativo
Todos los indices estan expresados como proporciones por lo que son convertidos
a porcentajes al multiplicarse el resultado por 100.

Cabe sefalar que:
Sensibilidad (S): Capacidad de la prueba para identificar correctamente, la

presencia de la enfermedad, que en este caso, sera a las especies de Candida en



estudio. Expresada en otros términos, es la probabilidad de que la prueba resulte

positiva para identificar correctamente a una determinada especie.

Especificidad (E): Capacidad de la prueba para identificar correctamente la
ausencia de la enfermedad, es decir la probabilidad de que la prueba resulte

negativa cuando el individuo no presente el padecimiento (sana).

Valor predictivo positivo (VPP): Probabilidad de que siendo la prueba positiva, el

sujeto realmente tenga la enfermedad.

Valor predictivo negativo (VPN): Probabilidad de que siendo la prueba negativa el

sujeto no presente el padecimiento.



7. RESULTADOS:

Los resultados que se obtuvieron en la identificacion de las especies de Candida
por los tres métodos en estudio, se resumen en la tabla 6. Se encontraron varias
mezclas de levaduras en diferentes muestras biologicas, estas se indican por el
namero de cepa mas una letra del abecedario. El total de cepas aisladas fue 111
de 100 muestras bioldgicas obtenidas de pacientes tanto del Hospital General de
México como del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzélez” mas 5 cepas
control provenientes del cepario del Instituto Nacional de Pediatria, dando un total
de 116 cepas.

Los resultados para evaluar la confiabilidad del CHROMagar Candida® y del agar
harina de maiz + Tween 80 para las especies mas representativas de Candida se
resumen en las tablas 7, 8, 9 y 10. Cada tabla contiene dos columnas que
muestran una relacion entre el sistema MicroScan® vs. CHROMagar Candida® y
MicroScan® vs harina de maiz + Tween 80, estos datos se obtuvieron de una
tabla de contingencias de 2X2 con base en los resultados generales de la tabla 6.
Y por ultimo se presenta la tabla ndmero 11 que contiene la evaluacion
comparativa de sensibilidad, especificidad, valor predictivo (positivo y negativo) y
el coeficiente de kappa para cada especie de Candida estudiada por los tres

métodos, donde se sombrean los resultados més representativos.

TABLA 6

Resultados comparativos de la identificacion de cepas de Candida spp por medio
del sistema de MicroScan®, CHROMagar Candida® y agar harina de maiz +

Tween 80

Cepa MicroScan CHROMagar Candida® Harina de
maiz +

Tween 80




1 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
2 C. parapsilosis Verde claro (C.albicans) C. albicans
3 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
4 No identificada Verde claro (C.albicans) C. albicans
5 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
6 C. tropicalis Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
7 C. catenulata Grises-moradas (inespecificas) Inespecifica
8 C. parapsilosis Verde claro (C.albicans) C. albicans
9 K. lactis Azules (C. tropicalis) C. tropicalis
10 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
11 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
12 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
13 C. albicans Verde claro (C.albicans) Sin desarrollo
14 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
15 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
16 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
17 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
18 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
19 | C. parapsilosis Blanco-violeta.(C. parapsilosis) C. parapsilosis
20 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
21 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
22 C. glabrata Blanco-violeta.(C. parapsilosis) C. glabrata
23 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
24 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
25 | C. parapsilosis Lilas brillantes (C. glabrata) Sin desarrollo
26 | C. parapsilosis Lilas brillantes (C. glabrata) Sin desarrollo
27 C. tropicalis Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
28 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
29 C. Violeta-grisacea (inespecifica) Sin desarrollo

guilliermondii




30 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
31 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
32 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
33 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
34 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
35 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
36 | C. parapsilosis Blanco-violeta.(C. parapsilosis) C. parapsilosis
37 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
38 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
39 C. glabrata Crema-rosado (C. parapsilosis o C. C. glabrata
glabrata)
40 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
41 | No identificada Lilas (inespecificas) Sin desarrollo
42 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
43 C. tropicalis Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
44 C. tropicalis Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
45 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
46 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
47 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
48 C. albicans Verde claro (C.albicans) Sin desarrollo
49 C. tropicalis Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
50 A C. glabrata Lilas (C. glabrata) C. glabrata
50 B C. krusei Rosa palido-lilas (C. krusei o C. glabrata | Sin desarrollo
o C. parapsilosis)
51 C. glabrata Gris-violeta (inespecifica) C. glabrata
52 C. glabrata Gris-violeta (inespecifica) C. glabrata
53 C. albicans Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
54 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
55 C. tropicalis Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
56 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans




57 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
58 | No identificada | Lilas-rosas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. glabrata
59 | No identificada Lilas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. glabrata
60 | C. parapsilosis Lilas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. parapsilosis
61 A C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
61 B | No identificada Lilas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. glabrata
62 | No identificada Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
63 A | Geotrichum sp Lilas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. glabrata
63 B | C. catenulata Verde claro (C.albicans) C. albicans
63 C | C. tropicalis Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
64 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
65 A C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
65 B | No identificada Lilas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. glabrata
66 C. albicans Verde claro (C.albicans) Sin desarrollo
67 C. albicans Verde claro (C.albicans) Sin desarrollo
68 A C. albicans Verde claro (C.albicans) Sin desarrollo
68 B | No identificada Lilas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. glabrata
69 C. albicans Verde claro (C.albicans) Sin desarrollo
70 | C. parapsilosis Lilas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. parapsilosis
71 Prototheca sp Lilas brillantes (C. glabrata) C. glabrata
72 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
73 | C. inconspicua Lilas-opacas (C. krusei o probable C. Inespecifica
parapsilosis)
74 | C. parapsilosis Lilas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. parapsilosis
75 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
76 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
77 | No identificada Lilas-grises (inespecificas) Inespecifica
78 | C. parapsilosis Lilas (C. glabrata o C. parapsilosis) C. parapsilosis
79 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
80 A C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans




80B | C. tropicalis Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
81 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
82 A C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
82B | C. tropicalis Azul-gris. (C. tropicalis) C. tropicalis
83 C. Lilas brillantes(C. glabrata) C. glabrata
guilliermondii
84 | C. parapsilosis Lilas brillantes(C. glabrata) C. parapsilosis

85A C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans

85B C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
86 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans

87 A | C. parapsilosis Lilas opacas (C. parapsilosis) C. parapsilosis

87 B | C. parapsilosis Lilas brillantes(C. glabrata) C. parapsilosis
88 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
89 | C. parapsilosis Lilas brillantes(C. glabrata) C. parapsilosis
90 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
91 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
92 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
93 C. glabrata Lilas brillantes(C. glabrata) C. glabrata
94 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
95 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
96 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans

97 A C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans

97 B | No identificada Blancas (inespecificas) Sin desarrollo
98 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
99 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
100 C. glabrata Lilas brillantes (C. glabrata) C. glabrata
101 C. albicans Verde claro (C.albicans) C. albicans
102 C. tropicalis Azul-gris (C. tropicalis) C. tropicalis
103 | C. parapsilosis Blanco-violeta (C. parapsilosis) C. parapsilosis
104 | Prototheca sp Lilas brillantes (C. glabrata) C. glabrata




105

C. krusei

Lilas-rosas-opacas (C. krusei)

C. krusei

De acuerdo a la micromorfologia del agar harina de maiz + Tween 80 tenemos a:

C. albicans que forman pseudohifas, blastoconidios y clamidoconidios solitarios o

en racimos (figura 1, 2 y 3); C. tropicalis, formando blastoconidios escasos y

aislados con pseudohifas largas (figura 4 y 5); C. parapsilosis, formando

pseudomicelio y colonias satélites en puntos alejados de la estria (figura 6); C.

glabrata,

sin produccion de pseudohifas (figura 7);

C. krusei, formando

pseudohifas con elongaciones en forma de cruz dando un aspecto de palillos

cruzados y presencia de blastoconidios (figura 8).

Figural. Crecimiento de C. albicans que muestra un aspecto de arafia y racimos

compactos de blastoconidios, dispuestos a lo largo de las pseudohifas. 10 X.




Figura 2. Produccion de clamidoconidios terminales de C. albicans. 10 X.

Figura 3. Clamidoconidios terminales y en racimos. 40 X.



Figura 4. Produccion de pseudohifas largas con escasos blastoconidios de C.

tropicalis. 10 X.

Figura 5. Produccién escasa de blastoconidios, irregularmente dispuestos a lo
largo de las pseudohifas de C. tropicalis. 40 X.

Figura 6. Aspecto de C. parapsilosis que ilustra las colonias satélites como arafas
en puntos alejados de las estrias, dando un aspecto arborescente. 10X.



Figura 7. Produccion de pequefas células sin pseudohifas de C. glabrata. 10 X.

Figura 8. Formacion de pseudohifas con elongaciones en forma de cruz dando un

aspecto de palillos cruzados y presencia de blastoconidios de C. krusei. 40X



Figura 9. Morfologia colonial de C. albicans en CHROMagar Candida®. Se puede
observar colonias verde claro y lisas a las 48h de incubacion.

Figura 10. Morfologia colonial de C. parapsilosis en el medio de CHROMagar
Candida®. Se puede observar colonias lilas-crema después de las 48h de

incubacion.



Figura 11. Morfologia colonial de C. tropicalis en el medio de CHROMagar
Candida®. Se puede observar colonias azul-grises a las 48h de incubacion.

Figura 12. Morfologia colonial de C. glabrata en el medio de CHROMagar

Candida®. Se puede observar colonias lilas brillantes a las 48h de incubacién



Figura 13. Morfologia colonial de C. krusei en el medio de CHROMagar Candida®.

Se puede observar colonias lilas opacas a las 48h de incubacién

TABLA 7

Resultados de la evaluacion de concordancia entre el sistema MicroScan® vs.

CHROMagar Candida® y MicroScan® vs. harina de maiz + Tween 80 para las

especies de C. albicans.

Cepa | MicroScan® / | MicroScan® / | Cepa | MicroScan® / | MicroScan® /
CHROMagar | harina de maiz CHROMagar | harina de maiz
Candida® + Tween 80 Candida® + Tween 80

1 a a 58 d d
2 b b 59 d d
3 a a 60 d d
4 b b 61 A a a
5 a a 61B d d
6 d d 62 d d
7 d d 63 A d d
8 b b 63 B b b
9 d d 63 C d d
10 a a 64 a a
11 a a 65 A a a
12 a a 65B d d
13 a c 66 a c
14 a a 67 a ¢
15 a a 68 A a c
16 a a 68 B d d
17 a a 69 a ¢
18 a a 70 d d
19 d d 71 d d




72
73

74
75
76
77
78
79

80 A

80 B

81

82 A

82B

83
84
85 A

85B

86

87 A

87B

88
89
90
91

92

93
94
95
96

97 A

20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33

34

35

36
37

38
39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49




50 A d d 97 B d d
50B d d 98 a a
51 d d 99 a a
52 d d 100 d d
53 c c 101 a a
54 a a 102 d d
55 d d 103 d d
56 a a 104 d d
57 a a 105 d d

a, verdaderos positivos; b, falsos positivos; ¢, falsos negativos; d, verdaderos

negativos.

TABLA 8

Resultados de la evaluacion de concordancia entre el sistema MicroScan® vs.
CHROMagar Candida® y MicroScan® vs. harina de maiz + Tween 80 para las

especies de C. tropicalis.

Cepa | MicroScan® / | MicroScan® / | Cepa | MicroScan® / | MicroScan® /
CHROMagar | harina de maiz CHROMagar | harina de maiz
Candida® + Tween 80 Candida® + Tween 80

1 d d 58 d d
2 d d 59 c c
3 d d 60 d d
4 d d 61 A d d
5 d d 61B c c
6 a a 62 a a
7 d d 63 A d d
8 d d 63 B d d




63 C

64
65 A

65 B

66
67

68 A

68 B

69
70

71

72
73

74
75
76
77
78
79

80 A

80 B

81

82 A

82B

83
84
85 A

85B

86

87 A

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33
34

35

36
37

38




39 d d 87B d d
40 d d 88 d d
41 d d 89 d d
42 d d 90 d d
43 a a 91 d d
44 a a 92 d d
45 d d 93 d d
46 d d 94 d d
47 d d 95 d d
48 d d 96 d d
49 a a 97 A d d
50 A d d 97 B d d
50 B d d 98 d d
51 d d 99 d d
52 d d 100 d d
53 b b 101 d d
54 d d 102 a a
55 a a 103 d d
56 d d 104 d d
57 d d 105 d d

a, verdaderos positivos; b, falsos positivos; c, falsos negativos; d, verdaderos

negativos

TABLA 9
Resultados de la evaluacion de concordancia entre el sistema MicroScan® vs.
CHROMagar Candida® y MicroScan® vs. harina de maiz + Tween 80 para las

especies de C. parapsilosis

Cepa | MicroScan® / | MicroScan® / | Cepa | MicroScan® / | MicroScan® /

CHROMagar | harina de maiz CHROMagar | harina de maiz




+ Tween 80

Candida®

58

59

60
61 A

61B

62

63 A

63 B

63 C

64
65 A

65 B

66
67

68 A

68 B

69
70

71

72
73

74
75
76
77
78
79

80 A

80 B

+ Tween 80

Candida®

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29




81

82 A

82B

83
84
85 A

85B

86

87 A

87 B

88
89
90
91

92

93

94
95
96

97 A

97 B

98
99

100
101
102

103
104
105

30
31

32

33
34

35

36
37

38
39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50 A

50B

51

52

53
54
55
56
57

a, verdaderos positivos; b, falsos positivos; c, falsos negativos; d, verdaderos

negativos



TABLA 10
Resultados de la evaluacidon de concordancia entre el sistema MicroScan® vs.
CHROMagar Candida® y MicroScan® vs. harina de maiz + Tween 80 para las

especies de C. glabrata.

Cepa | MicroScan® / | MicroScan® / | Cepa | MicroScan® / | MicroScan® /
CHROMagar | harina de maiz CHROMagar | harina de maiz
Candida® + Tween 80 Candida® + Tween 80

1 d d 58 b b
2 d d 59 b b
3 d d 60 b d
4 d d 61 A d d
5 d d 61 B b b
6 d d 62 d d
7 d d 63 A b b
8 d d 63 B d d
9 d d 63 C d d
10 d d 64 d d
11 d d 65 A d d
12 d d 65 B b b
13 d d 66 d d
14 d d 67 d d
15 d d 68 A d d
16 d d 68 B b b
17 d d 69 d d
18 d d 70 b d
19 d d 71 b b
20 d d 72 d d
21 d d 73 d d




74
75
76
77
78
79
80 A

80 B

81

82 A

82 B

83
84
85 A

85B

86

87 A

87B

88
89
90
91

92
93
94
95
96

97 A

97 B

98

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33
34

35
36
37

38
39

40

41

42

43

44

45

46

a7

48

49

50 A

50B




51 a a 99 d d
52 a a 100 a c
53 d d 101 d d
54 d d 102 d d
55 d d 103 d d
56 d d 104 b b
57 d d 105 d d

a, verdaderos positivos; b, falsos positivos; ¢, falsos negativos; d, verdaderos

negativos

7.1 Analisis estadistico

Los siguientes calculos son un ejemplo para demostrar la obtencion de

sensibilidad, especificidad, valores predictivos (positivos y negativos) y el

coeficiente de kappa para C. albicans.

Los resultados obtenidos en la tabla 7 se condensaron en una tabla de 2X2, en

este caso se estudio el sistema MicroScan® vs. CHROMagar Candida®:

Para la sensibilidad:

Para la especificidad:

Micro=can
(Estandar de oro)

+

+ B2
CHROMagar Candida A

1
C

63

S=zal/(a+c)

S=62/63=0.984 X 100

S=98.4%
E=d/(b+d)

E =48/53=0.906 X 100

E =90.6 %

B7

49

116




Para el valor predictivo positivo: VPP =a/(a+hb)
VPP =62 /67 =0.925 X 100
VPP =925 %

Para el valor predictivo negativo: VPN =d / (c + d)
VPN =48/49=0.98 X 100
VPN =98 %

Para obtener el coeficiente de kappa, primero debemos calcular P, y P. como se
indica en la siguiente formula:
o=(@a+d)/n
Po=(62 +48) /116
P, = 0.9482

Pe = [[(a + b)/n]X[(a + c)/n] + [(b + d)/n]X[(c + d)/n]]
Pe = [[(62 + 5)/116] X [(62 + 1)/116] + [(5 + 48)/116] X [(1 + 48)/116]]
Pe = [(67/116) X (63/116) + (53/116) X (49/116)]
Pe = [(0.5776) X (0.5431) + (0.4569) X (0.4224)]
Pe = 0.5066

Finalmente sustituyendo los valores anteriores se puede obtener kappa:

K:(Po_Pe)/l' Pe
K =(0.9482 — 0.5066) / 1 — 0.5066
K=0.895

Este tipo de célculos también se realizaron para el sistema MicroScan® vs. agar
harina de maiz +Tween 80 para C. albicans, como para las especies de Candida
MAas representativas.

La tabla 11 resume los valores obtenidos para cada especie estudiada por medio
del sistema MicroScan® vs. CHROMagar Candida® y MicroScan® vs. agar harina

de maiz + Tween 80.



TABLA 11

Evaluacion comparativa del medio de CHROMagar Candida® vs. Sistema

MicroScan® y del agar harina de maiz + Tween 80 vs. Sistema MicroScan®

Especie | CHR | HM | CHR | HM | CHR | HM | CHR | HM |[CHR| HM
S S E E VPP | VPP | VPN | VPN | K K
C. albicans 93.3% | 98% |87.5% -E
C. tropicalis 84.6% | 97% | 97% | 0.79 | 0.79
C. 53.3% | 73.3% 92.6% 0.35
parapsilosis
C. glabrata | 85.7% | 85.7% | 80.7%

CHR, CHROMagar Candida®; HM, agar harina de maiz + Tween 80; S,
sensibilidad; E, especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo

negativo, K; coeficiente de kappa.



8. DISCUSION:

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron en este trabajo, se pueden resaltar
varios comentarios; independientemente del tipo de muestra en el que se aislaron
las levaduras en estudio, la especie que predomind fue C. albicans 63/116
(54.3%). Sin embargo, existe un aumento de otras especies, incluso se
presentaron parasitaciones mixtas, que son poco reportadas en la literatura, en las
cuales coexistieron las siguientes especies: C albicans y C. glabrata (3 casos) o C.

albicans y C. tropicalis (2 casos), principalmente.®*

Con respecto a la morfologia colonial, existieron casos de aislamiento inicial, del
medio de agar de Sabouraud, en el que variaban las caracteristicas de
morfolégicas, es decir, que en un mismo cultivo puede presentar dos tipos de
colonias visiblemente diferentes, por lo que se aislaron y aplicaron la metodologia
de tipificacion por separado, dandonos como resultado en los tres métodos de
estudio, que se trataba de la misma especie. Esto comprueba la presencia del
denominado “switch” fenotipico que presentan algunas especies de Candida, el
cual da como resultado cambios fenotipicos con alta frecuencia, este fenomeno se
considera una estrategia patogénica del hongo ante los cambios del

microambiente que enfrenta tanto comensal como patégeno.**

La clasificacion de las especies utilizando el medio de CHROMagar Candida® fue
sencilla y rapida, la mayoria de las levaduras se pudieron identificar a las 48h
dando tonos muy claros, principalmente para las especies de C. albicans y C.
tropicalis, sin embargo, tuvimos cepas que generaron tonos difusos, por ejemplo la
namero 7 (Tabla 6), que inicialmente fue reportada como una parasitacion mixta,
por lo que se le realizd, tanto a esta cepa como a otras, una segunda identificacion
por siembra en agotamiento en el medio de CHROMagar Candida®, pero
cuidando de no tomar un gran indéculo inicial y obtener colonias mas aisladas.
Conforme se realizaron estas pruebas de agotamiento y una segunda

identificacién, se aclararon las dudas de casos similares, ya que la mayoria de



ellos, se tratd de una sola especie; la probable explicacion a esto, es que influye la
cantidad del indculo, es decir, para observar mejor las caracteristicas
colorimétricas en este cultivo, es recomendable tener colonias de tamafio pequefio
a intermedio; sin embargo, en algunas ocasiones, el problema de manifestacién
variable de las cepas persistié, comprobandose que no eran mezclas de especies
de Candida, por lo tanto este es un inconveniente que disminuye la sensibilidad

para los medios cromogénicos.

En el caso especifico de C. parapsilosis, algunos biotipos requieren de por lo
menos 72 h para poder ser identificadas cromogénicamente, ya que inicialmente,
un pequefio porcentaje de éstas 4/13 (31%) se presentan como colonias blanco-
crema que se pueden confundir con otras especies (por ejemplo C.
guilliermondii)®® y después pueden cambiar a un tono lila, al igual de que algunos
biotipos de ésta, se presentaron como colonias lisas y con el paso del tiempo
cambiaron su morfologia a rugosas 3/13 (23%)**. En cambio con cepas de C.
glabrata, independientemente de la cantidad de ind6culo, en el medio de
CHROMagar Candida® se presenta con mayor frecuencia colonias pequeiias lilas
brillantes y quedan diferenciadas desde un inicio; esto es de suma importancia,
debido a que esta especie, puede presentar con facilidad resistencia a diversos
farmacos como fluconazol, asimismo que se considera como uno de los

microorganismos mas frecuente en infecciones nosocomiales.*®

El uso del medio de agar harina de maiz + Tween 80 al 1%, es sencillo, barato y
accesible. Las lecturas se pueden realizar claramente a partir de las 48h. Lo que
hay que tener cuidado es en revisar el medio después de la incubacién y que no
haya contaminacion por algun hongo filamentoso, ya que al momento de observar
al microscopio puede dificultar la correcta identificacion originando errores y
confusion. Cabe sefialar que la consistencia de este cultivo es muy friable, por lo
que la estria debe realizarse con cuidado, con el fin de no fisurar el medio con el
asa, por lo cual se recomienda la siembra con asa bacteriolégica. En nuestro

estudio utilizamos medios sélidos (agar), que dan resultados minimos en 48h, sin



embargo cuando se hace esta prueba en medios liquidos, se puede reducir hasta

16 horas, pero se deben mantener en temperatura y agitacién constante.>*

Para el caso de C. krusei, en nuestra experiencia, es recomendable que la lectura
de este medio de cultivo no rebase las 48h, ya que con el paso del tiempo esta
especie se desarrolla abundantemente y puede cambiar o ser mas dificil la

observacion de sus caracteristicas micromorfoldgicas.

Por lo que respecta al sistema MicroScan® también tiene ventajas y desventajas,
estas Ultimas, es en la preparacion del inéculo, ya que se debe tener cuidado en
gue la cepa se encuentre pura y/o no estar contaminada por bacterias, asegurar
que la turbidez del in6culo no sea menor a la indicada por el equipo, cuidar de no
agregar fragmentos de agar cuando se prepare éste, de no ser asi, el equipo no
identifica adecuadamente a la levadura, o bien se obtienen resultados con un
porcentaje muy bajo o bien estos son muy disimbolos; por ejemplo tipificacién de
géneros de Sacharomyces, Prototheca, entre otras.*® Otro dato importante es el
tiempo que debe tener la cepa en estudio para poder preparar el indculo, ya que el
equipo indica una incubacion de 48h, pero en algunos casos a este tiempo no

existe un buen desarrollo, por lo que se deja alrededor de 24h adicionales.*

Con base en los resultados para evaluar la confiabilidad de los métodos
estudiados, y descritos en la tabla 11, hay que hacer notar, primeramente, que
aungue no existe un nivel de sensibilidad que determine que una prueba sea
aceptable, algunos autores consideran que si los indices tienen un valor mayor del

80% son adecuados, aunque no hay ninguna justificacién ** *2.

Haciendo un analisis de los resultados de la tabla 11 para C. albicans, podemos
notar que el medio CHROMagar Candida® es altamente sensible (98.4%) y
especifico (90.6%), por lo que podemos asegurar, que éste es de gran utilidad
para predecir a esta especie. Nuestros valores predictivos tanto positivos como

negativos son del 92.5 y 98% respectivamente; el primer término nos indica la



probabilidad de que la especie obtenida sea la que realmente se esta
identificando, mientras que para el valor predictivo negativo, la probabilidad de que
el medio cromogénico nos reporta, que no se trata de C. albicans, un 98% nos
asegura, de que en realidad no es esta especie; esto lo podemos confirmar con el
valor alto de kappa (0.89) y nos indica que nuestros datos no se obtuvieron del

azar o que no fueron debidos a la casualidad.

Si los resultados anteriores del CHROMagar Candida® para C. albicans los
comparamos con los del agar harina de maiz + Tween 80 al 1% para la misma
especie, nos podemos dar cuenta de que los valores son parecidos, siendo menos
sensible este ultimo medio de cultivo (88.8%), pero mas especifico (92.4%); en
otras palabras, éste medio es Util para la prediccion de C. albicans en un 88.8% y
en un 92.4% nos confirma su identificacion. El valor predictivo positivo obtenido
fue del 93.3%, el cual es muy alto, mientras que el valor predictivo negativo es
ligeramente menor (87.5%) pero queda en una rango aceptable, de igual manera
que en el caso de CHROMagar Candida®, se tiene un valor de kappa alto (0.81) y
nos refiere que nuestros datos no se obtuvieron por casualidad y que los medios
de cultivo estudiados son confiables en la prediccion de esta especie. Una
explicacion por la que pudo haber bajado la sensibilidad del agar harina de maiz +
Tween 80 al 1%, descrito anteriormente, seria, porque hubo cepas como la 13
(Tabla 6), que a pesar de haber sido identificada como C. albicans tanto en el
CHROMagar Candida® como el MicroScan®, no se desarrollé en el agar harina
de maiz + Tween 80 al 1%, esto, probablemente porque este medio es muy pobre

en nutrientes, por lo que algunas cepas no lograron adaptarse.

La morfologia de C. dubliniensis en el CHROMagar Candida®, da colonias lisas de
un tono verde oscuro, mientras que C. albicans se presenta con colonias lisas
verde claro, este dato es subjetivo y depende de cada observador, debido a que
se pueden confundir notoriamente si no se dispone de un control. Las cepas
reportadas en este estudio que presentaron diferentes tonalidades de verde, no

podemos asegurar que todas correspondan a C. albicans, es decir, algunas de



éstas podrian ser C. dubliniensis, pero esto no lo podemos confirmar con este
medio cromogénico, ni con observar clamidoconidios en racimos en el medio de
agar harina de maiz + Tween 80 al 1% (aunque esta Ultima imagen es sugestiva),
sino deben realizarles diferentes estudios, como es secuencializacion genética,
pruebas fisiolégicas complementarias e identificacion por PCR “°** Remarcando el
concepto anterior, cabe hacer notar que se obtuvieron dos reportes del equipo de
MicroScan®, que identificaron a C. albicans pero con un porcentaje menor al 70%
por lo que podriamos pensar, que probablemente se trataban de C. dubliniensis.

Ahora si analizamos los resultados de C. tropicalis (tablall), podemos darnos
cuenta, que el CHROMagar Candida® y el agar harina de Maiz + Tween 80 al 1%,
reportan los mismos valores, por lo que se hara una discusion compartida para
ambos medios, con la diferencia de que se tratara de dar justificaciones para cada
uno de ellos. Podemos observar en la tabla 11 que la sensibilidad de los medios
de cultivo es del 78.6%, casi el valor aceptado por algunos autores para que en
este caso, estos medios sean adecuados para predecir a C. tropicalis. Pero si
seguimos observando la tabla 11 tenemos una alta especificidad (98%) por parte
de éstos. Los valores predictivos positivos como los negativos del 84.6% y 97%
respectivamente, y nos confirman la probabilidad de identificar a esta especie,
mientras que el valor de kappa (0.79), nos hace pensar que los medios son
adecuados para identificar a C. tropicalis y sobre todo que nuestros datos no

fueron obtenidos al azar.

Un motivo por el que la sensibilidad obtenida para C. tropicalis es baja, en forma
general, para el CHROMagar Candida® como en el agar harina de Maiz + Tween
80, puede ser debida, a que algunas cepas como la 9 y la 53, a pesar de que
fueron identificadas correctamente por estos métodos, es decir, que en el medio
de CHROMagar Candida® se obtuvieron colonias azul-grises y para el agar harina
de Maiz + Tween 80 al 1% se obtuvo la micromorfologia caracteristica de esta
especie (blastoconidios escasos y aislados con pseudohifas largas), en el sistema

MicroScan® la identificacion obtenida fue de kluyveromyces lactis (para la cepa 9)



y C. albicans (para la cepa 53), por lo que se piensa que en este caso el
MicroScan® fue el que no identificd correctamente a estas especies, esto quizas
por varias razones, una, que la cepa a no estaba completamente pura o aislada;
otra razon, porque quizas en estos dos casos, la cantidad de levadura en la

preparacion del inéculo diferia de la indicada.

Ahora analizando especificamente el valor de sensibilidad bajo, obtenido por el
medio de CHROMagar Candida® para C. tropicalis, una explicacion podria ser a
que se obtuvieron tres cepas (59, 61B y 65B), las cuales a pesar de que se
identificaron en MicroScan® como C. tropicalis, desarrollaron como colonias lilas,
las cuales no corresponden a la especie en estudio; por otra parte para el caso del
agar harina de Maiz + Tween 80, las mismas cepas, no se desarrollaron en este
medio, es decir, por lo tanto no hubo filamentacion alrededor de la colonia, por lo

gue no se pudieron identificar adecuadamente.

Ahora si analizamos a C. parapsilosis, es importante mencionar que esta especie
obtuvo el valor mas bajo de sensibilidad en el CHROMagar Candida® (53.3%),
con respecto a las otras especies de Candida que se evaluaron, pero con una
especificidad aceptable (87%), lo que quizas a primera vista estos dos valores no
coinciden. El valor predictivo positivo para esta especie, también es muy bajo
(38%) y esta relacionado con la sensibilidad, una explicacion de esto, es que en
aproximadamente 31% de las cepas de C. parapsilosis, se presentaron con tonos
blanco-crema y que se pueden confundir con otras especies, por lo que no es
precisa su identificacion. Todo esto lo podemos comprobar con el valor de kappa
(0.35), el cual nos esta indicando, que nuestros datos estadisticos fueron
obtenidos al azar, por lo que ahora podemos decir, que este medio, no es el mas
adecuado para la identificacion de este microorganismo, aunque si nos puede dar
una idea. Ahora para los resultados obtenidos por el agar harina de Maiz + Tween
80, se tiene una sensibilidad del 73.3%, que en este caso no corresponde al valor
recomendado por diversos autores, para predecir a C. tropicalis, pero si se

observa el valor de especificidad y el valor predictivo positivo, ambos son del



100%, lo que nos dice, que hay un 100% de probabilidad de una identificacion de
esta especie por parte del medio. El analisis de kappa (0.83) es muy bueno y nos

asegura que nuestros resultados estadisticos no fueron obtenidos por casualidad.

Para el caso de los resultados obtenidos para C. glabrata, nos podemos dar
cuenta en la tabla 11, que tanto el CHROMagar Candida® y el agar harina de
Maiz + Tween 80, obtuvieron un valor estadistico de sensibilidad del 85.7%, por lo
que es de suponer que los dos medios son adecuados para la prediccion de esta
especie, mientras que la especificidad obtenida es del 80.7% para el CHROMagar
Candida® y del 88% para el agar harina de Maiz + Tween 80, siendo este ultimo
mayor que para el medio cromogénico, por lo que los dos indicarian una buena

identificacién de esta especie.

Los valores predictivos positivos obtenidos en el CHROMagar Candida® y el agar
harina de Maiz + Tween 80 son sumamente bajos para C. glabrata (22 y 31%), lo
gue nos muestra una baja probabilidad de los dos medios para identificar a esta
especie, en tanto que los valores predictivos negativos son altos (98.8%), lo cual
indica una alta probabilidad de prediccion de que no se trata en este caso de una
C. glabrata. Lo anterior, lo podemos confirmar con el valor de kappa, que para los
dos casos son muy bajos, y nos hablan de que nuestros resultados sélo fueron
obtenidos al azar. La explicacion para el caso del medio de CHROMagar
Candida®, del porque los valores fueron obtenidos al azar, es que la coloracion
que tiene ésta en el medio cromdgenico es variada y que va a depender mucho de
cada observador, aunque la mayor parte de las especies de C. glabrata (77%) que
fueron confirmadas por el agar harina de Maiz + Tween 80 y por el MicroScan®,

corresponden en el medio cromogénico a colonias lilas brillantes.

Por otra parte, para el caso del agar harina de Maiz + Tween 80, C. glabrata no
produce filamentacion y hay casos de cepas en las que no se obtuvo desarrollo
(cepa no.41) quizas por la no adaptacion de la cepa al medio, por lo que este

parametro no nos confirma en un 100% la presencia de esta especie, es decir, si



so6lo se utiliza este medio para la identificacion de especies de Candida, y que en
dado caso no se tuviera desarrollo de las mismas, podria haber confusiones con la

identificacién correcta de. C glabrata.



9. CONCLUSIONES:

La especie que se aislé6 con mayor frecuencia en este estudio identificada por el
sistema MicroScan®, fue C. albicans 63/116 (54.3%), mientras que la segunda en
frecuencia corresponde a C. parapsilosis 15/116 (13%) y en seguida C. tropicalis
10/116 (8.6%), esto es importante, ya que el saber la frecuencia de éstas ayuda
en la eleccion de tratamiento.

Por medio de este estudio podemos decir que el CHROMagar Candida®, es
altamente sensible o confiable para la identificacion de C. albicans y especifico
para C. tropicalis; aunque hay que sefalar que se debe tener la certeza de que
esta especie pertenece al género Candida, y asi evitar confusiones con otro
género como Trichosporon; para el caso de especies “no-albicans”, (C.
parapsilosis y C. glabrata), los colores de las colonias pueden ser apreciados de
manera distinta por diferentes observadores, por lo que es necesario utilizar otra
metodologia para su identificacion.

No es conveniente utilizar este medio para el primo-aislamiento a partir de
especimenes bioldgicos, ya que colores propios de las muestras u oxidacion de
las mismas, generan colores en la superficie del medio, lo cual induce a confusion
en los resultados, fundamentalmente cuando identifica a las especies “no-
albicans”.

La utilidad del CHROMagar Candida® es la facilidad con que se identifica, con
so6lo el crecimiento secundario de diferentes especies de Candida, lo cual permite
disminuir el costo de la identificacion por medio de pruebas bioquimicas
duplicadas; también permite reconocer infecciones mixtas.

El medio de agar harina de Maiz + Tween 80, es un medio de facil preparacion,
uso y economico, a pesar de que en muchos lugares esta en desuso al ser
remplazado por nuevos métodos de identificacion de especies de Candida, es muy
confiable para la identificacion de C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis.

El sistema MicroScan®, es un equipo automatizado que realiza la identificacion de
levaduras, mediante pruebas bioquimicas, el costo de tener un equipo de este

tipo, es alto, por lo que laboratorios de bajo presupuesto no tienen acceso a estos.



Es sensible para las especies mas frecuentes de Candida, aunque requiere de
vigilancia y control en algunos pasos, principalmente en la preparaciéon del in6culo,
por este motivo, por ejemplo, puede llegar a presentar problemas en la
identificacién de especies; la lectura de los paneles a veces es manual, por lo que
es recomendable el apoyo de otras técnicas o medios para la identificacion de las
especies del genero Candida.

La principal utilidad de esta tesis radica, en evaluar las técnicas mas accesibles
para cada laboratorio, que permitan una adecuada identificacion de especies de
Candida.



APENDICE

% MEDIOS DE CULTIVO

a) El medio de harina de maiz + Tween 80 esta constituido de la siguiente manera:

Infusion de harina de maiz 509
Bacto Agar 15¢g
Tween 80 10ml
Agua desionizada 990ml

Fundamento:

Identificacion presuntiva de especies de Candida comunmente encontradas con
base en sus aspectos morfolégicos microscépicos y la diferenciacion de los
géneros Cryptococcus, Saccharomyces, Geotrichum y Trichosporon.? *°

La formacion de los aspectos microscopicos caracteristicos de las levaduras, se
incrementa con la adicién de Tween-80 (polisorbato 80), el cual reduce la tensién
superficial del medio y promueve una produccion Optima de pseudohifas y

blastoconidios.°

Preparacion:

1.-Se pesan 27g del medio de harina de maiz, el cual se disolver4d en 990ml de
agua destilada caliente.

2.-Incorporar 10ml de Tween 80 y esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

3.-Vaciar el medio en cajas Petri estériles y dejar enfriar.

b) El medio de CHROMagar Candida® esta constituido de la siguiente manera

(indicado por litro):



Peptona 10g
Glucosa 20g
Agar 159
Cloranfenicol 0.5¢g
“Mezcla cromogénica” 29

Fundamento:

El medio contiene cromdgenos unidos a un sustrato, que permite detectar la
actividad enziméatica Unica (especifica) presente en alguna de las especies de
Candida, permitiendo el desarrollo de colonias con diversos colores.

Preparacion:
1.-Hervir todos los componentes en un litro de agua destilada y repartir en cajas

Petri (no se esteriliza).
c) Sistema MicroScan
Fundamento:
El sistema utiliza pruebas convencionales modificadas y cromogeénicas para la
identificacién de levaduras aisladas en muestras clinicas.
% CEPAS ATCC
La siguiente tabla muestra las diferentes especies de Candida utilizadas para este

trabajo, todas fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Pediatria a

excepcion de C. krusei obtenida de la Facultad de Veterinaria de la UNAM.



TABLA 12

Cepas de Candida utilizadas como control

CEPA DESCRIPCION
C. albicans ATCC 2091
C. tropicalis ATCC 750
C. parapsilosis | ATCC 22019
C. glabrata ATCC 2001
C. krusei ATCC 6258
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